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RESUME : 
Cette étude a porté sur l’analyse de l’énantiosélectivité de la lipase de Burkholderia cepacia (BCL) pour les acides 2-
substitués, synthons chiraux d’intérêt pharmaceutique, avec pour objectif d’examiner le rôle de l’accès au site actif enfoui 
de BCL sur l’énantiosélectivité et de développer une procédure d’ingénierie permettant de créer des mutants 
d’énantiosélectivité améliorée. Pour traiter le problème, une nouvelle approche de calcul, basée sur des algorithmes de 
planification de mouvements issus de la robotique a été développée. Elle permet l’exploration conformationnelle des 
espaces multi-dimensionnels contraints et a été appliquée au calcul des trajectoires de plusieurs racémiques dans le site 
actif de BCL et à l’identification de résidus pouvant potentiellement gêner le déplacement du substrat le long du site actif. 
Les résultats obtenus in silico ont révélé  une corrélation qualitative avec les valeurs d’énantiosélectivité et ont permis de 
proposer des cibles de mutagénèse. Sur cette base, l’ingénierie du site actif de BCL a été entreprise pour moduler 
sélectivement l’accès des énantiomères R et S à la triade catalytique. Un système d’expression hétérologue de BCL chez 
E. coli compatible avec une expression en microplaque, a été développé. Une librairie de 57 (3x19) mono-mutants sur les 
positions : Leu17, Val266 et Leu287 a été construite par iPCR puis criblée en utilisant une procédure à moyen débit pour 
identifier les variants actifs pour l’hydrolyse du pNPB. L’énantiosélectivité de ces mutants a ensuite été évaluée pour 
l’hydrolyse du racémique (R,S)-2 bromophényl acétate de 2-chloro-éthyle, par utilisation d’une nouvelle procédure de 
criblage en deep-wells. Ce crible a permis de mettre en évidence plusieurs mutants dont les plus prometteurs ont été 
caractérisés. Ainsi les mutants Leu17Ser et Leu17Met présentent une augmentation de l’énantiosélectivité d’un facteur 10 
accompagnée d’une augmentation de leur activité d’un facteur 4 à 5. Le mutant Val266Gly présente, quant à lui, une 
inversion de l’énantiosélectivité pour le substrat d’intérêt. L’étude des trajectoires par les techniques de planification 
combinée à une représentation sous la forme de carte de voxels a été réalisée en parallèle. Pour les mutants sélectionnés, 
une bonne corrélation a été observée entre les résultats obtenus in silico et expérimentalement. De plus, cela a permis de 
proposer de nouvelles combinaisons de mutations ayant conduit à l’identification de deux double-mutants 
Leu17Met/Val266Met et Leu17Ser/Leu287Ile d’énantiosélectivité supérieure à 150 pour le substrat modèle, révélant 
ainsi l’intérêt de l’approche semi-rationnelle proposée.   
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ABSTRACT: 
This work has been focused on the understanding of the Burkholderia cepacia lipase (BCL) enantioselectivity towards 2-
substituted acids which are chiral building blocks of pharmaceutical interest. The main objective of this work was the 
investigation of the potential role of substrate accessibility toward the buried active site of BCL on enantioselectivity and 
the development of an engineering procedure for the design of enantioselective mutants. To study further this hypothesis, 
a novel computational approach, based on motion-planning algorithms, originally used in robotics, was developed. It 
allows the conformational exploration of constrained high-dimensional spaces and was applied to the computation of 
trajectories for a set of racemates within the catalytic site. This methodology also enables the identification of residues 
potentially hindering substrates displacement along the active site. Results obtained in silico were correlated qualitatively 
with experimental values of enantioselectivity. On the basis of these results, engineering of the narrow active site of BCL 
has been undertaken to modulate selectively the access of R and S enantiomers to the catalytic triade. An heterologous 
expression system of BCL in E. coli compatible with production at microplate scale was developed. A library of 57 
(3x19) variants targeted at positions Leu17, Val266 and Leu287 was built by iPCR and subsequently screened using a 
medium-throughput procedure to identify active variants against pNPB hydrolysis. Next, the enantioselectivity of these 
mutants was evaluated towards a given racemate, the (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate, using a novel screening 
procedure developed in deep wells. Such screening enabled the identification of several variants amongst which the most 
promising were characterized. Mutants Leu17Ser and Leu17Met showed a remarkable 10-fold increase of their 
enantioselectivity and a 4- and 5-fold improvement of their specific activity. Compared to the wild-type enzyme, mutant 
Val266Gly displayed a reversed enantioselectivity for the substrate of interest. Investigation of the trajectories using 
motion-planning techniques combined to a voxel map representation was carried out. For selected variants, a fair 
correlation was observed between in silico and experimental results. Moreover, this enabled us to suggest novel 
combinations of mutations that led to the identification of two double-mutants Leu17Met/Val266Met and 
Leu17Ser/Leu287Ile showing an enantioselectivity value higher than 150 for the racemic substrate, revealing thus the 
effiency of the semi-rational strategy. 
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L’asymétrie est largement répandue dans le monde du vivant. La plupart des molécules 
intervenant dans la constitution de la cellule ou dans son métabolisme sont en effet des 
molécules chirales optiquement actives. Elles existent sous la forme d’énantiomères 
dextrogyre (D) ou lévogyre (L) selon le sens de déviation de la lumière plane polarisée 
qu’elles provoquent. Pour exemples, les protéines sont essentiellement formées d’acides 
aminés sous la forme d’énantiomères L et seule la forme L de la vitamine C est assimilée par 
l’organisme. La chiralité est donc essentielle et intervient dans la plupart des phénomènes de 
reconnaissance moléculaire ou de transmission de signal biologique. Ainsi, de nombreux 
médicaments sont des molécules chirales. Depuis l’affaire de la thalidomide1, un antiémétique 
initialement prescrit sous la forme de mélange racémique pour combattre les nausées 
matinales de la femme enceinte, pour lequel il est apparu que la forme S était tératogène, la 
législation a progressivement recommandé un contrôle rigoureux de l'emploi des mélanges 
racémiques. Si l’usage systématique d’énantiomères purs n’est pas imposé, une étude 
biologique poussée est exigée. Ces contraintes réglementaires ont fortement stimulé la 
production de médicaments énantiomériquement purs et le développement de méthodes 
permettant de réaliser le dédoublement de mélanges racémiques.  
Parallèlement à la voie chimique, les technologies enzymatiques sont de plus en plus 
appréciées pour la séparation d’énantiomères du fait de la spécificité et de la sélectivité des 
réactions mises en œuvre par les biocatalyseurs2, 3, 4. Parmi les enzymes, les lipases qui 
naturellement catalysent l’hydrolyse des liaisons esters des triacylglycérols, sont très 
fréquemment employées dans les procédés de dédoublement de mélanges racémiques 
d’alcools, d’acides, ou d’amines. Elles réagissent parfois plus rapidement avec l’un des 
énantiomères qu’avec l’autre et catalysent ainsi un dédoublement cinétique. Cependant, 
malgré les nombreux travaux portant sur la résolution énantiosélective catalysée par ces 
enzymes, les facteurs responsables de l’énantiosélectivité, notamment moléculaires, sont 
encore mal compris et difficilement prédictibles. C’est dans ce contexte que s’inscrivent les 
travaux présentés dans cette thèse. Au début de mon étude, les objectifs fixés étaient 
d’approfondir notre compréhension des facteurs moléculaire responsables de 
l’énantiosélectivité d’une lipase modèle et de proposer une méthodologie d’investigation 
fondée sur de nouvelles techniques de modélisation moléculaire permettant de guider 
efficacement la conception de catalyseurs énantiosélectifs par ingénierie enzymatique.  
L’enzyme modèle choisie est la lipase de Burkholderia cepacia ATCC21808 (notée 
BCL) qui a été largement utilisée pour la résolution de racémiques d’alcools et qui présente 
un site actif enfoui recouvert par un volet mobile. L’énantiosélectivité de cette enzyme est 
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étudiée depuis la fin des années 1990 au sein du groupe Catalyse et Ingénierie Moléculaire 
EnzymatiqueS (CIMES) où j’ai effectué ma thèse. Les premiers travaux réalisés par Guieysse 
et coll.5, 6 ont porté sur le dédoublement de plusieurs racémiques d’acides 2-substitués 
intervenant dans la voie de biosynthèse d’un composé actif contre les troubles respiratoires. 
Les résultats obtenus par Guieysse et coll.7 ont conduit à proposer une hypothèse selon 
laquelle l’énantiosélectivité de l’enzyme serait affectée par la différence d’accès des deux 
énantiomères au site actif. Mes travaux se situent dans la continuité de cette étude. Ils ont, 
dans un premier temps, porté sur une investigation plus approfondie du rôle de l’accessibilité 
sur l’énantiosélectivité par simulation et comparaison des trajectoires empruntées par 
plusieurs couples d’énantiomères dans le site actif. Pour traiter cette question, nous avons 
employé de nouveaux algorithmes de planification de mouvements, utilisés en robotique8 et 
développés par le LAAS-CNRS dans le cadre du projet ALMA (Algorithmique du 
Mouvement et des Interactions Macromoléculaires) financé par l’ITAV (Institut des 
Technologies Avancées du Vivant).  
 
Ce rapport de thèse débute par un exposé bibliographique permettant de mieux 
appréhender la problématique de nos travaux. Il est organisé en trois parties. La première est 
consacrée à la présentation des lipases et de leurs caractéristiques. La deuxième présente les 
facteurs identifiés comme influençant le dédoublement de racémiques catalysé par les lipases 
ainsi que les techniques qui ont permis de les mettre en évidence. Enfin, la troisième partie est 
focalisée sur l’enzyme modèle de notre étude, la lipase de B. cepacia. 
Les chapitres suivants regroupent les résultats obtenus au cours de cette thèse, lesquels 
sont présentés sous la forme de trois publications. Le premier article traite de l’analyse du rôle 
de l’accessibilité des substrats dans le site actif de B. cepacia sur l’énantiosélectivité de 
l’enzyme. Les résultats obtenus ont mis en évidence des positions pouvant jouer un rôle dans 
l’énantiosélectivité ce qui a stimulé notre volonté de construire les mutants correspondant 
pour évaluer l’intérêt de l’approche prédictive. Afin de caractériser les mutants ciblés, il était 
indispensable de disposer d’un système d’expression approprié. Pour cela, un système de 
production hétérologue de BCL chez E. coli a été développé, lequel est présenté dans le 
deuxième article. Le dernier article est dédié au criblage et à la caractérisation d’une banque 
de variants générés par mutation des acides aminés ciblés dans le chapitre II. Le manuscrit se 
termine par un chapitre regroupant les conclusions et perspectives. Une partie matériel et 
méthode en Français est jointe en annexe qui comprend l’ensemble des protocoles utilisés 































Chapitre I : Étude Bibliographique 
27 
La chiralité est la propriété de tout objet qui n’est pas superposable à son image dans un 
miroir plan. Les deux formes R et S (l’objet et son image) sont dites énantiomères, ou encore 







Figure 1 : Exemple de deux molécules chirales. 
 
Certaines molécules peuvent comporter dans leur structure des éléments de chiralité, le plus 
souvent, il s’agit d’un carbone asymétrique (carbone avec quatre substituants différents). Les 
deux énantiomères ont des propriétés très proches notamment des propriétés physiques 
identiques vis-à-vis de phénomènes physiques non dissymétriques (point de fusion, solubilité 
dans un solvant achiral, réactivité avec les réactifs achiraux, etc…). En revanche, ils 
possèdent des propriétés différentes vis-à-vis d’un phénomène physique dissymétrique 
comme, par exemple, la déviation de la lumière polarisée. On distingue ainsi les composés 
lévogyres, qui font tourner le plan de polarisation de la lumière vers la gauche, des 
dextrogyres qui la font tourner vers la droite. La valeur de la rotation définit le pouvoir 
rotatoire. Un mélange équimolaire de deux énantiomères, inactif sur la lumière polarisée, est 
appelé racémique.  
Les molécules d’intérêt pharmaceutique sont souvent des racémiques dont un des 
énantiomères possède l’activité thérapeutique recherchée, l’autre étant au mieux inactif, au 
pire toxique. Dès lors, la législation a progressivement imposé un contrôle rigoureux de 
l'emploi des mélanges racémiques. La FDA (Food and Drug Administration) et son 
équivalent européen l’EMEA (European Medecines Agency) n’imposent pas l’usage 
systématique d’un énantiomère, mais exigent une étude biologique poussée. Du fait de ces 
nouvelles réglementations, la production d’énantiomères purs s’est considérablement accrûe. 
Les ventes de médicaments énantiomériquement purs étaient de 225 milliards d’euros en 
2005, représentant ainsi 37% du marché de l’industrie pharmaceutique selon les chiffres 
fournis par Technology Catalyst International9. En 2006, 75% des molécules 
pharmaceutiques de faible poids moléculaire approuvées par la FDA étaient des énantiomères 
purs 10. 
R S
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Les molécules énantiomériquement pures peuvent être obtenues par voies chimique ou 
biologique. Trois méthodes peuvent ainsi être employées : 
 1. Synthèse chimique à partir de précurseurs chiraux : 
Les substances naturelles énantiomériquement pures telles que les acides aminés, les terpènes, 
les alcaloïdes, les sucres et leurs dérivés ou encore les acides carboxyliques, peuvent servir de 
précurseurs pour la synthèse de dérivés énantiopurs11, 12. 
 
 
 2. Synthèse chimique asymétrique : 
La synthèse de composés énantiomériquement purs à partir d’une matière première achirale 
nécessite l’utilisation d’un auxiliaire chiral. L’auxiliaire chiral est i) soit utilisé en quantité 
catalytique (c’est le cas idéal), ii ) soit associé au substrat pour créer de façon stéréosélective 
un carbone stéréogénique, iii) soit associé au composé qui doit réagir avec le carbone 
prochiral du substrat. A la fin de la synthèse, l’auxiliaire chiral doit pouvoir être détaché de 
son support et récupéré pour être réutilisé. Cependant la stéréosélectivité de la réaction n’est 
pas toujours facile à prévoir. De plus, l’utilisation de quantités stoechiométriques d’auxiliaire 
chiral peut s’avérer onéreuse. Enfin, cette méthode nécessite deux étapes de synthèse 
supplémentaires pour lier et enlever l’auxiliaire chiral dans le cas où ce dernier est lié au 
substrat. Les synthèses asymétriques peuvent également être catalysées par des enzymes ou 
des microorganismes13, 14. 
 
 
 3. Le dédoublement de mélanges racémiques : 
Le dédoublement ou par anglicisme la résolution de mélanges racémiques est, de loin, la 
méthode la plus utilisée dans le secteur industriel pour la préparation de composés 
énantiomériquement purs15. Le dédoublement permet d’accéder aux deux énantiomères, ce 
qui représente un avantage pour l’industrie pharmaceutique dans le cas où les études pré-
cliniques sont requises pour les deux formes. Les techniques employées pour le dédoublement 
de racémiques sont principalement divisées en quatre groupes:  
 
• Cristallisation préférentielle ou sélective : 
Il s’agit d’un procédé non équilibré qui ne se produit qu’avec certains racémiques appelés 
conglomérats. Ils ont la particularité de former des cristaux ne renfermant qu’un seul 
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énantiomère rendant aisée la séparation des isomères optiques. Environ 10 % de l’ensemble 
des racémiques possèdent cette propriété16, 17. 
• Cristallisation de sels de diastéréoisomères : 
Le procédé comprend une réaction chimique en présence d’un acide (ou d’une base) 
optiquement actif appelé agent résolvant qui conduit à la formation d’un mélange de sels de 
diastéréoisomères qui sont ensuite séparés par simple cristallisation. Le rendement maximum 
théorique de cette réaction est de 50 %. 
• Séparation par chromatographie : 
La séparation est basée sur la différence d’interaction des deux énantiomères avec un 
adsorbant homochiral 18. La vitesse de migration propre à chacun des énantiomères autorise 
une séparation par chromatographie. Le prix élevé des phases stationnaires reste 
l’inconvénient majeur de cette technique. 
• Dédoublement cinétique : 
Il s’agit d’un autre moyen de séparation qui utilise la différence de vitesse de réaction de 
chaque énantiomère avec un réactif optiquement pur. Ainsi, la modification chimique de l’un 
des deux énantiomères permettra d’assurer le dédoublement du racémique par des méthodes 
classiques de séparation utilisées en chimie organique. Le rendement qui ne peut excéder 50% 
est la limitation intrinsèque de cette technique sauf dans le cas d’une résolution cinétique et 
d’une racémisation in situ19. Les propriétés du substrat résiduel et celles du produit sont alors 
suffisamment différentes pour qu’une séparation classique par chromatographie par exemple 
soit réalisée. 
Parmi les techniques permettant un dédoublement cinétique de mélange racémique, les 
enzymes présentent de multiples avantages par rapport aux catalyseurs classiques de 
l’industrie chimique20-23. Elles autorisent des procédés moins polluants, catalysent les 
réactions dans des conditions douces de mise en œuvre en termes de pH et de température, et 
présentent une grande spécificité par rapport aux catalyseurs chimiques. En effet, les enzymes 
sont chimio-, régio- et stéréosélectives. Cette dernière propriété, au cœur de notre étude, est 
celle mise à profit pour le dédoublement cinétique de racémiques. Les hydrolases qui 
représentent 75 % des enzymes utilisées dans l’industrie sont les enzymes les plus 
fréquemment employées dans les procédés de dédoublement de mélanges racémiques. Parmi 
ces hydrolases, les lipases sont les enzymes les plus répandues pour le dédoublement de 
mélanges racémiques d’alcools, d’acides, d’amines… 
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I- Les lipases 
 
Les lipases sont des triacylglycerol-acylhydrolases (EC 3.1.1.3). D’origines animale, 
végétale ou microbienne, elles sont très répandues dans le monde vivant où elles jouent un 
rôle essentiel dans le métabolisme des triglycérides 24. Leur grande robustesse et leur aptitude 
à transformer un large panel de substrats leur confèrent un fort potentiel biotechnologique. En 
particulier, les lipases bactériennes et fongiques sont utilisées depuis de nombreuses années 
pour la production de diverses molécules d’intérêt dans les secteurs de l’industrie 
pharmaceutique, l’industrie alimentaire, la chimie fine ou encore l’agrochimie. Leurs 
applications ont été largement documentées dans les articles suivants 25-32.  
 
I-1- Réactions catalysées 
 
En fonction de l’environnement, des substrats mis en jeu et des conditions réactionnelles, les 
lipases catalysent un très large éventail de réactions que nous présenterons brièvement et qui 
permettent de mesurer les atouts de ces catalyseurs. 
I-1-1- La réaction d’hydrolyse 
 
Les lipases catalysent naturellement  l’hydrolyse des triglycérides en acides gras et glycérol 
(sens 1). Elles sont également actives sur de nombreux esters d’acides gras. Dans tous les cas, 
la réaction s’effectue à l’interface entre le substrat hydrophobe et le milieu aqueux, formant 
un système réactionnel biphasique. Ce système biphasique résulte de la présence d’une phase 
organique non miscible à l’eau, cette phase étant constituée soit du substrat seul, soit du 







R1COOR2  +  H2O                         R1COOH  +  R2OH
1
2
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Au cours de la réaction d’hydrolyse, on pourra distinguer les lipases par leurs régio-
sélectivité, typo-sélectivité ou encore  énantiosélectivité. 
 
 - La régio-sélectivité : elle peut être de type sn-1, sn-2 ou sn-3 et correspond à la 
position préférentielle d’hydrolyse des liaisons ester sur les triglycérides (Figure 2)27, 33. Le 
résultat est l’obtention d’acides gras, de diacylglycérol et monoacylglycérol34, ex : P. 
aeruginosa EF235.  
 
 
Figure 2: Représentation selon Fischer d’une molécule de triacylglycérol. Identification des 
liaisons esters potentiellement hydrolysables par les lipases36. 
 
- La typo-sélectivité : elle est définie par la sélectivité observée en fonction de la 
longueur des chaines carbonées, du degré d’insaturation et de substitution de l’ester 
hydrolysé. La typo-sélectivité est souvent reliée à la topologie du site actif27. 
 
- L’énantiosélectivité : elle traduit la préférence entre deux énantiomères.  
 
 
I-1-2- Réactions de synthèse 
 
Les lipases catalysent une grande variété de réactions de synthèse qui sont listées ci-dessous. 
Ces réactions de synthèse se produisent dans des milieux à faible teneur en eau soit en 
l’absence de solvants (milieu fondu) ou en présence de solvants organiques dans lesquelles 
elles présentent une grande et remarquable stabilité, notamment sous forme immobilisées. Ces 
réactions sont très utilisées en industrie dans les procédés industriels37-39. 
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- la transestérification40 
- Alcoolyse : par échange du groupement alcool 
 
 
- Interestérification : par échange des groupements acyle et alcool 
 
 
- Thio-estérification : par échange du groupement thiol 41 
 
 

















R1COOR2  +  R3OH                           R1COOR3  +  R2OH
 
R1COOR2  +  R3COOR4                           R3COOR2  +  R1COOR4
 
R1COOR2  +  R3NH2 R1CONHR3  +  R2OH
 
R1COOR2  +  R3OH                           R1COOR3  +  R2OHS R1COSR3
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I-2- Mécanisme d’action catalytique 
 
Les lipases sont des hydrolases à serine qui suivent le mécanisme général d’action catalytique 
décrit dans la Figure 3 46.  





































































Figure 3 : Mécanisme d’action catalytique des lipases d’après Cygler et coll.46. INT1 et INT2 
représentent le premier et le deuxième intermédiaire tétraédrique respectivement.  
 
Le transfert de proton entre l’acide aspartique (ou acide glutamique), l’histidine et la sérine 
catalytique permet d’activer l’oxygène de la sérine qui exerce alors une attaque nucléophile 
sur la fonction carbonyle du substrat pour former le premier intermédiaire tétraédrique 
(INT1). Cet intermédiaire est stabilisé par au moins cinq liaisons hydrogène dont au moins 
deux entre l’oxygène du substrat chargé négativement et les acides aminés du trou oxyanion 
(ou poche oxyanion). Le retour du doublet de l’oxygène et le transfert d’un proton de 
l’histidine entraîne la libération du premier produit de la réaction (soit une molécule d’eau soit 
une molécule d’alcool, en fonction du substrat mis en jeu) et la formation de l’acyl-enzyme. 
Cette première étape d’acylation (formation de l’acyl-enzyme) est suivie d’une étape de 
déacylation faisant intervenir une attaque nucléophile qui peut être exercée par une molécule 
d’eau (réaction d’hydrolyse) ou par une molécule d’alcool (réaction de synthèse) sur le 
carbonyle de l’acyl-enzyme pour former le second intermédiaire tétraédrique (INT2). Cette 
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étape de déacylation qui suit un processus analogue à celui de l’étape d’acylation conduit à la 
formation du second produit de la réaction (acide carboxylique ou ester) avec régénération de 
l’enzyme libre. 
 
I-3- Caractéristiques structurales 
 
I-3-1- Caractéristiques communes 
 
Sur un plan structural, les lipases appartiennent toutes à la super famille des (α/β) 
hydrolases47. Leur structure tri-dimensionnelle est constituée d’un feuillet β central formé par 
7 brins β parallèles et un brin β (β2) antiparallèle. Les brins β3 à β8 sont connectés à des 
hélices α (Figure 4)27. Le motif minimum de cette structure commun à toutes les lipases est 
composé de 5 brins β parallèles dans le feuillet β central et de 2 hélices α. Il y a cependant des 





Figure 4 : Image simplifiée du repliement 3D des lipases d’après le schéma de Jaeger et coll., 
27. Les hélices α sont représentées par des cylindres, les brins β sont indiqués par des flèches 
grisées. Les positions des résidus catalytiques sont représentées : la serine catalytique est 
positionnée après le brin β5, le résidu Asp/Glu après le brin β7, et l’histidine est dans la 
boucle entre le brin β8 et l’hélice αF. 
 
On peut noter que certaines lipases possèdent un ou plusieurs ponts disulfures qui peuvent 
être important pour l’activité catalytique ou la stabilité de l’enzyme48, 49. La triade 
catalytique (Sérine, Histidine et Acide Aspartique ou Glutamique) est toujours conservée 
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(Figure 5). La serine catalytique étant toujours située sur un coude nucléophile ″γ-turn″ situé 
entre le brin β5 et l’hélice α suivante (Figure 4).  
 
 
Figure 5 : Structure cristallographique de la lipase de Pseudomonas aeruginosa (1EX9). La 
triade catalytique est représentée : résidu nucléophile (S82), le résidu acide (D229) et le résidu 
histidine (H251). L’ion calcium et le pont disulfure sont également mis en évidence27. 
 
A partir de l’analyse de séquences codant pour 53 lipases et caraboxylestérases bactériennes, 
des structures tri-dimensionnelles (lorqu’elles étaient disponibles) et des données 
biochimiques, Arpigny et Jaeger ont proposé une classification des enzymes lipolytiques 
bactériennes en huit familles50. La distinction entre ces familles est principalement fondée sur 
les propriétés biologiques des enzymes et sur les motifs de séquence conservés observés après 
alignement de séquences. Trois types de motif consensus encadrant la serine catalytique sont 
ainsi principalement retrouvés. Le motif GXSXG est retrouvé dans toutes les familles sauf 
dans la famille II qui présente une séquence consensus GDSL. La séquence consensus 
AXSXG remplace GXSXG chez certaines bactéries gram positives de la famille I.  

















Figure 6 : Alignement de séquences entre les lipases des sous-familles I.1 et I.2 permettant 
d’identifier notamment la séquence consensus GXSXG (Arpigny et Jaeger, 1999)28. 
L’alignement de séquences a été réalisé avec Clustalw2 et il a ensuite été représenté à l’aide 
du logiciel ESPript51. Les structures secondaires des trois lipases de P. aeruginosa (1EX9), B. 
cepacia (3LIP) et B. glumae (1CVL) sont indiquées au dessus de l’alignement de séquences, 
la numérotation correspondant à celle de Kim et coll.52. Les acides aminés de la triade 
catalytique sont représentés par un rond vert •  et ceux du trou oxyanion par un triangle bleu  
∆ .  
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On retrouve notamment dans la famille I les lipases produites par différentes souches de la 
bactérie Gram négative Burkholderia cepacia (anciennement dénommée Pseudomonas 
cepacia), notamment B. cepacia ATCC 21808 53, B. cepacia DSM 3959 54, B. cepacia M-12-
33 55 et B. cepacia KWI-56 56.  
En parallèle, Pleiss et coll. ont développé une base de données de lipases d’origine 
microbienne et d’hydrolases à serine homologues. Elle contient également  les structures 
disponibles de ces enzymes57. Cette base de donnée a plus tard été enrichie par l’incorporation 
des séquences et structures des α/β hydrolases. A ce jour, cette base de données contient 6138 
séquences regroupées en 37 super-familles et 103 familles homologues58, 59. Les membres des 
super-familles correspondent à toutes les séquences identifiées par analyse avec le logiciel 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) à partir d’une séquence de référence. Ces 
super-familles sont ensuite divisées en familles homologues en fonction du score obtenue par 
le BLAST. Les alignements de séquences multiples des super-familles et des familles 
homologues ont été annotés par des informations telles que les résidus catalytiques, les ponts 
disulfures ou encore des informations sur les structures secondaires et sont disponibles dans la 
base de données LED (Lipase Engineering Database) (http://www.led.uni-stuttgart.de/).  
Ces analyses ont permis de proposer une nouvelle classification des α/β hydrolases fondée sur 
la topologie du trou oxyanion. Trois types de trous oxyanion  ont été identifiés  : les types 
GX, GGGX et la classe Y59.  
- Type GX : Le premier résidu du trou oxyanion est stabilisé par un ou plusieurs 
résidus d’ammarage (Figure 7a). 
- Type GGGX : Le premier résidu du trou oxyanion est stabilisé par une interaction 
du dipeptide GX avec le second résidu du trou oxyanion qui est une alanine 
conservée (Figure 7b). 
- Classe Y : La stabilisation de l’intermédiaire tétraédrique ne se fait pas par une 
liaison avec un proton amide de la chaîne pricipale (comme pour les types GX et 
GGGX) mais avec un groupement hydroxyle de la chaine latérale d’une tyrosine. 
Cette tyrosine est strictement conservée au sein de ces superfamilles. Cette classe 
regroupe essentiellement des peptidases, endopeptidases et estérases. 
Les lipases possédant un trou oxyanion de type GX seraient spécifiques des substrats à 
moyennes et longues chaînes tandis que les lipases possédant un trou oxyanion de type 
GGGX seraient spécifiques des substrats à courtes chaînes57. Seuls les trous oxyanion de 
types GX et GGGX sont retrouvés chez les lipases.  
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Figure 7 : Illustration des deux types de trou oxyanion retrouvés chez les lipases. (a) Type 
GX retrouvé notamment dans la lipase de Rhizomucor miehei. La stabilisation de l’inhibiteur 
diethylphosphate (DEP) est faite par une liaison hydrogène avec le premier résidu du trou 
oxyanion (G81). Le résidu S82 est stabilisé par une liaison hydrogène avec le résidu ancre 
D91. (b) Type GGGX retrouvé chez la lipase de Candida rugosa. La stabilisation de 
l’inhibiteur (1 R)-menthyl hexyl phosphonate (MHP) est faite par le premier résidu du trou 
oxyanion G (G124). L’oxyanion est stabilisé par verrouillage de la chaine latérale d’A210 
entre G124 et la chaine latérale de X (F125) 57.  
 
Une troisième classification des estérases et lipases microbiennes a été proposée par Kang et 
coll. (MELDB : Microbial Esterase and Lipase DataBase)60. A ce jour, cette base de données 
contient 883 séquences de lipases et estérases qui ont été regroupées en fonction de leurs 
similarités de séquences par un algorithme d’alignement local par paires et par un algorithme 
de regroupement graphique (http://www.gem.re.kr/meldb/). D’une façon générale, les lipases 
sont regroupées de la même façon que dans la classification développée par Pleiss et coll.57. 
 I-3-2- Arrimage du substrat dans le site actif 
 
Les structures des lipases cristallisées en présence et en absence d’analogues de lipides ont 
permis d’identifier les sites de fixation de la partie acyle(-R-C=O’) et de la partie alkyle (-
OR’) des esters61(Figure 8). 
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Figure 8 : Vue générale du site actif de la lipase de B. cepacia. Le substrat (R)-2 
bromophényl acétate de 2-chloro-éthyle est positionné dans le site actif. Les poches acyle et 
alkyle sont représentées en violet et en bleu, respectivement. La serine catalytique présente au 
fond de la poche est colorée en jaune.  
 
Le site de fixation de la partie alkyle est similaire dans toutes les lipases. Il s’agit d’une poche 
contenant deux zones, i) une large poche hydrophobe en amont de la sérine catalytique et ii) 
une, plus petite, en aval de la sérine catalytique qui serait responsable de la stéréo-sélectivité 
des lipases pour les alcools secondaires62. En revanche, la topologie du site de fixation de la 
partie acyle varie considérablement selon les lipases. Dans la lipase de Candida rugosa, par 
exemple, ce site correspond à un long tunnel pouvant accommoder une chaîne carbonée 
longue d’au moins 18 atomes de carbone, alors que dans la lipase de Rhizomucor miehei, il est 
beaucoup plus court et se situe en surface de la protéine. La lipase de Burkholderia cepacia 
présente, pour sa part, un site assez profond et bien plus large que celui de la lipase de 
Candida rugosa 62. A partir de ces observations, trois topologies de sites actifs  ont été 
proposées par Pleiss et coll. dont les vues de côté et de dessus sont représentées en Figure 9 63. 
La spécificité de longueur de chaine est attribuée à la longueur et aux propriétés du site de 
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a- les lipases à site actif hydrophobe localisé près de la surface de la protéine  






b- les lipases à site actif en forme d’entonnoir 







c- les lipases à site actif en forme de tunnel  






Figure 9 : Représentation des trois topologies des sites actifs des lipases63. Les surfaces de 
ces sites actifs ont été réalisées en utilisant les coordonnées cristallographiques déposées dans 
la base de données PDB. Les acides aminés de la triade catalytique sont colorés (Serine 
catalytique : bleu, Acide aspartique ou glutamique : rouge et Histidine : orange). 
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 I-3-3- Activation interfaciale 
Les réactions catalysées par les lipases se déroulent à l’interface eau/substrat apolaire. Cette 
particularité catalytique a été mise en évidence par la détermination des vitesses initiales 
d’hydrolyse en fonction de la concentration de substrat. En effet, lorsque la solubilité du 
substrat est dépassée (émulsion), il y a formation d’une interface  qui s’accompagne d’une 
augmentation brutale de la vitesse d’hydrolyse visible sur la figure 10 64-66. Ce phénomène est 
appelé activation interfaciale. 
 
Figure 10 : Hydrolyse de la triacétine par la lipase pancréatique de porc en fonction de la 
solubilité de cet ester dans l’eau. La ligne verticale en pointillé représente la limite de 
solubilité de cet ester.67  
 
Les premières structures tridimensionnelles des lipases ont suggéré que l’activation 
interfaciale pourrait être reliée à des changements conformationnels d’un volet amphiphile 
fréquemment rencontré chez les lipases. Ce volet, dont la longueur et la complexité varient 
selon les enzymes, est constitué d’une ou plusieurs hélices α68. Au contact d’une interface 
lipide/eau, cette boucle peptidique amphiphile s’ouvre, libérant alors l’accès au site actif. En 
conformation fermée, cette boucle peptidique amphiphile obstrue totalement le site actif de 
l’enzyme, la rendant inactive (Figure 11). 




E F  
Figure 11 : Conformations ouvertes (A, C et E) et fermées (B, D et F) des lipases de 
Rhizomucor miehei, Candida rugosa, et Thermomyces lanuginosa, respectivement. Pour R. 
miehei, structure ouverte (PDB : 4TGL) (A) et structure fermée (PDB : 3TGL) (B). Pour C. 
rugosa, structure ouverte (PDB : 1LPN) (C) et structure fermée (PDB : 1TRH) (D). Pour T. 
lanuginosa, structure ouverte (PDB : 1EIN) (E) et structure fermée (PDB : 1DT3) (F). Les 
résidus catalytiques sont représentés en jaune et les volets amphiphiles en vert68-70. 
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La conformation fermée est supposée prédominer en milieu aqueux, comme indiqué par 
l’activité lipolytique plus faible des lipases dans l’eau tandis que la forme ouverte serait 
prépondérante en milieu organique et à l’interface eau/lipide65. La conformation du volet 
(degré d’ouverture) mais aussi la nature amphiphile et la séquence spécifique des acides 
aminés qui le composent joueraient un rôle clé dans l’activité, la spécificité et 
l’énantiosélectivité des lipases71-75. Par exemple, les différentes lipases de Candida rugosa 
présentent plus de 80 % d’identité de séquence mais elles divergent au niveau de la séquence 
de leurs volets amphiphiles. Le remplacement du volet d’une lipase de Candida rugosa par 
celui d’une autre lipase de ce même organisme a conduit à une modification de l’activité de 
cette lipase et lui a conféré une nouvelle activité cholestérol estérase76. L’influence de la 
nature du volet amphiphile a également été étudiée pour la lipase B de Candida antarctica. En 
remplaçant le volet mobile de cette lipase par celui de protéines homologues de Neurospora 
grassa et de Gibberella zeae, des mutants ont été obtenus qui présentent à la fois une 
augmentation d’activité d’un facteur supérieur à 20 pour des esters de para-nitrophénol et 
d’énantiosélectivité d’un facteur 50 pour le substrat (R,S)-2-phényl propanoate77.  
 
Pour mettre en évidence l’activation interfaciale, différentes techniques expérimentales ont été 
proposées que nous allons maintenant décrire. Nous nous intéresserons ensuite aux techniques 
de modélisation moléculaire qui ont également été exploitées pour étudier ce phénomène. 
 
• Techniques expérimentales 
Les techniques électrophorétiques : 
Dans certains cas, le point isoélectrique des lipases en position ouverte diffère du point 
isoélectrique en position fermée en raison de l’exposition d’acides aminés chargés. La valeur 
théorique des points isoélectriques correspondante peut être estimée in silico et comparée aux 
valeurs obtenues expérimentalement par électrophorèse en condition non dénaturante sur 
gradient de pH (IsoElectric Focusing)78. Pour maintenir ouvert le volet de la lipase, certains 
auteurs ont eu recours à une inhibition de l’enzyme de façon covalente à l’aide d’un inhibiteur 
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La cristallographie des rayons X :  
A ce jour, il existe 89 structures de lipases dans la base de données de la PDB correspondant à 
36 lipases distinctes. Parmi ces structures, seules quelques une ont été cristallisées à la fois 
sous formes ouverte et fermée démontrant ainsi la mobilité du volet. Il s’agit notamment des 
lipases de Candida rugosa, de Rhizomucor miehei et de Thermomyces lanuginosa (Figure 11). 
Cependant, la cristallographie des rayons X ne conduit qu’à la capture d’une image statique 
de la protéine, dès lors il est difficile de déduire des informations sur la dynamique des 
systèmes de ces données. 
 La résonance paramagnétique électronique (RPE) :  
La RPE est une technique de mesure physique locale, permettant d'obtenir des informations 
concernant la nature des espèces magnétiques en présence, ainsi que des informations sur 
leurs concentrations et les interactions magnétiques entre elles. Son principe est analogue à 
celui de la résonance magnétique nucléaire (RMN), à la différence qu'en RPE, ce sont les 
spins des électrons qui sont excités plutôt que les spins des noyaux atomiques. La RPE a été 
utilisée pour observer les changements structuraux de la lipase pancréatique humaine, 
notamment les changements au niveau du volet amphiphile, qui surviennent lors de 
modification de la valeur du pH80. Par introduction d’une sonde de spin sur la position 249 du 
volet amphiphile, il a ainsi été montré que la sonde avait une grande mobilité, confirmant les 
changements structuraux importants survenant dans cette région de la lipase pancréatique 
humaine. Deux spectres de RPE ont pu être attribués aux formes ouvertes et fermée de la 
lipase, la forme ouverte correspondant au spectre de la lipase inhibé de façon covalente avec 
du diethyl p-nitrophenyl phosphate (E600)81.  
 
La fluorescence et l’anisotropie de fluorescence :  
Une émission de fluorescence est observée lorsqu’un électron excité retourne à son état 
fondamental. Comme de l’énergie est toujours perdue par les processus non radiatifs, 
l’énergie de la lumière émise est toujours inférieure à l’énergie absorbée. De plus, l’émission 
de fluorescence est décalée vers les longueurs d’ondes supérieures à celle d’absorption. La 
fluorescence est très sensible aux changements d’environnement du chromophore. Dans les 
protéines, la fluorescence provient des trois résidus aromatiques : phenylalanine, tyrosine et 
tryptophane. Parmi ces trois résidus, la contribution du tryptophane est la plus importante car 
son rendement d’émission est beaucoup plus grand que les trois autres résidus. Sa sensibilité 
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est de 1100 contre 200 pour la tyrosine et 8 pour la phénylalanine. Généralement, seule la 
fluorescence du tryptophane est observée82. Dans le cas de l’anisotropie de fluorescence, une 
lumière polarisée vient frapper une molécule fluorescente résultant en une émission de 
fluorescence polarisée. L’émission polarisée redevient graduellement non polarisée en 
fonction d’une diffusion rotationnelle et d’autres facteurs. L’anisotropie fournit des 
informations sur la taille et la forme moléculaire, ainsi que sur la viscosité locale de 
l’environnement du fluorophore.  
Plusieurs travaux visant à étudier l’activation interfaciale et principalement le mouvement du 
volet ont utilisé ces techniques. Cajal et coll. ont suivi l’incorporation de la lipase 
pancréatique humaine dans des vésicules par anisotropie de fluorescence83. L’activation 
interfaciale de la lipase de Thermomyces lanuginosa a, quant à elle, été étudiée en fonction de 
la nature de l’interface84 ou de la concentration en détergents85. Des mutants de cette lipase 
ont également été construits afin de ne conserver que le tryptophane présent au niveau du 
volet, ce qui a permis de montrer que l’ouverture du volet s’accompagnait d’une diminution 
de sa flexibilité. Des travaux similaires ont été réalisés sur la lipase triglycéride pancréatique 
humaine86. De la même façon, Graupner et coll. ont étudié les variations des volumes 
hydrodynamiques des lipases de Burkholderia glumae (BGL), Pseudomonas sp. (PSL), 
Rhizopus oryzae (ROL) dans différents solvants. Ces derniers ont été imputés à la mobilité du 
volet 87. 
• Méthode théorique : la dynamique moléculaire 
Les mouvements qui contribuent à la dynamique des protéines sont dûs à divers mécanismes : 
mouvements de type vibratoire, mouvements d’ensemble de domaines, mouvements de 
diffusion. Les vibrations atomiques sont des mouvements très rapides de l’ordre de la 
picoseconde ou moins. Les mouvements entre domaines sont attendus dans les protéines dans 
lesquelles des parties de la structure peuvent bouger les unes par rapport aux autres sur 
plusieurs angströms. Les techniques de simulation de dynamique moléculaire permettent 
d’acquérir une vision dynamique d’un système moléculaire, et complètent ainsi les techniques 
de cristallographie aux rayons X qui proposent une représentation statique du système. Une 
vision figée d’une macromolécule est limitée car les atomes entrant dans sa composition sont 
en perpétuel mouvement : leur position fluctue autour d’une position moyenne. La 
macromolécule explore ainsi un ensemble de conformations autour de sa conformation 
moyenne. Ces fluctuations, reflet de la flexibilité moléculaire, peuvent engendrer un 
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changement radical de la conformation de la macromolécule. Il est donc nécessaire de 
considérer les mouvements au  niveau microscopique (mouvement des atomes) et 
macroscopique (mouvement global de la macromolécule) pour explorer la dynamique des 
systèmes moléculaires. Ces mouvements peuvent être étudiés par les techniques de 
dynamique moléculaire qui prennent en compte les forces (dérivées de l’énergie potentielle) 
et les vitesses (associées à l’énergie cinétique) pour calculer la position des atomes en 
fonction du temps. Les trajectoires des atomes sont générées en appliquant les lois de la 
mécanique classique Newtonienne sur des intervalles de temps discrets en utilisant des 
algorithmes d’intégration tels que celui de Verlet88.  Ces simulations conduisent à l’obtention 
d’un échantillon de conformations de la structure de la macromolécule en fonction du temps.  
Elles permettent ainsi d’explorer les changements conformationnels d’une protéine en 
présence ou non de substrats afin de mieux appréhender les relations 
structure/dynamique/activité des systèmes moléculaires.  
L’initiation d’une simulation de dynamique moléculaire est réalisée à partir d’une structure 
initiale tridimensionnelle, provenant soit d’études expérimentales structurales (RMN et 
cristallographie), soit de travaux de modélisation moléculaire (modélisation par homologie, 
reconnaissance de repliements ….) intégrant des données biologiques existantes. Lors de la 
simulation, le solvant peut être modélisé de manière implicite ou explicite. Un modèle de 
solvatation implicite implique un traitement des interactions électrostatiques à l’aide d’un 
continuum diélectrique. Ce modèle de solvatation permet un gain en temps de calcul  qui se 
fait cependant, au détriment de la précision. En solvant explicite, des molécules de solvant 
physiques sont rajoutées autour de la protéine puis l’énergie potentielle est calculée. Ce 
modèle de solvatation permet d’améliorer la précision des simulations tout en les rendant plus 
coûteuses en temps de calcul en raison du traitement des interactions non liées pour toutes les 
paires d’atomes du système. Néanmoins, l’essor sans cesse croissant de la puissance 
informatique rend accessible la réalisation de simulations de dynamique moléculaire de 
systèmes de tailles de plus en plus importantes dans des modèles de solvant explicite.  
Les simulations de dynamique moléculaire ont été utilisées pour étudier l’influence des 
facteurs environementaux sur la dynamique des lipases et caractériser les transitions 
conformationnelles intervenant lors de la fermeture ou de l’ouverture de leur volet 
amphiphile, évènements liés à l’activation/inactivation de ces enzymes. Nombre de ces 
travaux, basés sur de courtes simulations (>5 ns)  ont conduit à la modélisation des propriétés 
dynamiques des états d’équilibre (ouvert et fermé).  La durée de ces simulations n’a pas 
permis d’obtenir les transitions conformationelles complètes entre les deux états. En effet, le 
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temps caractéristique d’un changement conformationnel d’un domaine protéique est 
généralement plus important que le temps de ces simulations. Des méthodes alternatives telles 
que la dynamique essentielle, l’analyse des modes normaux ou encore la dynamique 
Brownienne ont été utilisées pour sélectivement améliorer l’échantillonnage conformationnel 
dans des directions spécifiques et identifier les mouvements globaux des lipases de R. miehei 
ou C. rugosa par exemple89-92. Quelques simulations de dynamique moléculaire de plus 
longues durées (>12 ns)  ont été réalisées pour tenter d’élucider, au niveau atomique, la 
transition conformationnelle entre les deux formes (fermée et ouverte) des lipases. Ce type 
d’analyse a permis notamment de mettre en évidence un mécanisme original de fermeture 
faisant intervenir deux volets pour la lipase de Pseudomonas aeruginosa 93. Les auteurs ont 
montré que le mouvement  des deux volets n’est pas totalement indépendant et que la 
fermeture est conduite par des interactions hydrophobes. Des travaux similaires de 
simulations des transitions conformationnelles entre les formes ouverte et fermée ont été 
réalisés pour les lipases de T. lanuginosa 94 et de B. cepacia 95. 
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II- Dédoublement de mélanges racémiques catalysé par les lipases 
 
II-1- Analyse du dédoublement cinétique 
 
En réagissant plus rapidement avec l’un des énantiomères composant un mélange racémique, 
les lipases sont capables de catalyser le dédoublement cinétique. Celui-ci peut être caractérisé 
par la détermination des excès énantiomériques du substrat (ees) (1) ou du produit (eep) (2) 
définis dans la figure 12. La variation des paramètres (ees) et (eep) est fonction du taux de 
conversion (Figure 13). A de faibles taux de conversion, seul l’énantiomère le mieux reconnu 
est transformé conduisant ainsi à un eep très élevé. Au fur et à mesure de l’avancement de la 
réaction, la quantité d’énantiomère le mieux reconnu diminue dans le mélange racémique, au 
profit de l’autre énantiomère. Ce dernier sera alors à son tour transformé par l’enzyme, 
entraînant une diminution de eep et une augmentation de ees 96, 97. 
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Figure 12 : Dédoublement enzymatique. [R] et [S] représentent les concentrations des 
énantiomères substrats, [P] et [Q] les concentrations des énantiomères produits de la réaction. 
Enz= enzyme. (ees) excès énantiomérique du substrat, (eep) excès énantiomérique du produit, 
(c) taux de conversion. 
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Figure 13 : Variation des excès énantiomériques en fonction du taux de conversion de la 
réaction dans le cas d’une réaction irréversible. Les chiffres 3, 10 et 100 représentent 
l’énantiosélectivité de la réaction enzymatique 98. 
 
Afin de disposer d’un paramètre permettant de décrire le degré d’énantiosélectivité d’une 
enzyme, Chen et coll., ont introduit la notion de ratio énantiomérique (E), définit comme étant 























L’énantiosélectivité (E) définit donc la capacité d’une enzyme à différencier les énantiomères 
(R) et (S) dans des conditions de réaction données. C’est une propriété intrinsèque de 
l’enzyme qui décrit quantitativement sa stéréosélectivité. Une enzyme non énantiosélective a 
une valeur de E = 1. 
Comme indiqué dans la figure 13, le profil de variation des excès énantiomériques en fonction 
du taux de conversion évolue avec l’énantiosélectivité de la réaction. Pour des enzymes très 
énantiosélectives, la vitesse de la réaction diminue brutalement au-delà de 50% de conversion. 
L’énantiosélectivité peut être calculée à partir des équations (4) et (5) qui font intervenir le 
taux de conversion (3) et les excès énantiomériques du substrat (1) et du produit (2). Dans le 
cas où le taux de conversion est très faible ou très élevé, l’équation (6) est utilisée99. Ces 
équations ne s’appliquent que dans le cas de réactions enzymatiques irréversibles (comme 
l’hydrolyse). Ce sont les réactions où k4=k’4=0 (Figure 12). 
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Dans certains cas, l’expression (7) qui définit l’énantiosélectivité comme le rapport des 
vitesses initiales de transformation de chaque énantiomère est préférée car elle est beaucoup 
moins complexe, plus rapide à estimer au niveau expérimental et est une bonne approximation 
de l’énantiosélectivité100, 101.  
 
E = viR / viS  (7) 
II-2- Facteurs influençant l’énantiosélectivité  
 
II-2-1- Intéraction enzyme/substrat, thermodynamique 
 
Différents paramètres influencent l’énantiosélectivité d’une enzyme. Il s’agit notamment de la 
nature du solvant102, l’activité de l’eau aw103-105 ou encore la température106. Les résultats 
présentés dans la litérature indiquent que ces facteurs peuvent soit augmenter, soit réduire 
l’énantiosélectivité selon les cas considérés (nature de l’enzyme, du substrat et type de 
réaction mise en jeu).  
Au delà des paramètres physicochimiques influençant l’énantiosélectivité, la reconnaissance 
moléculaire entre l’enzyme et les énantiomères a été dès les années 90 identifiée comme un 
paramètre clé responsable de l’énantiosélectivité des lipases. Le premier modèle prédictif a 
été proposé par Kazlauskas et coll.. De nature empirique, il était fondé sur le criblage 
systématique de nombreux alcools secondaires et a permis d’établir que l’énantiopréférence 
était corrélée à la différence de taille entre les deux substituants de l’alcool secondaire et à 
leur positionnement distinct dans les poches du site actif des lipases de B. cepacia et de C. 
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Figure 14 : Règles de Kazlauskas présentant la sélectivité des lipases pour les alcools 
secondaires107.  
 
Depuis ces travaux, l’influence des facteurs structuraux sur la discrimination des 
énantiomères n’a cessé d’être explorée notamment au travers de la détermination des 
paramètres énergétiques de la réaction que sont l’énergie libre d’activation, l’enthalpie et 
l’entropie108-112. La relation entre la différence d’énergie libre de Gibbs des états de transition 
des énantiomères et le rapport énantiomérique E peut être en effet déterminée à partir de la 
théorie de l’état de transition (équation 8).  
STHERTG SRSRSR ∆∆−∆∆=−=∆∆ −−− ln  (8) 
L’énantiosélectivité, correspondant à la différence d’énergie libre d’activation entre les deux 
énantiomères, est la somme de deux termes : un terme enthalpique et un terme entropique 








∆∆+∆∆−= −− 1ln  (9) 113 
 
La différence d’enthalpie d’activation (∆R-S∆H) traduit d’une certaine manière la différence de 
complémentarité de chaque énantiomère dans l’état de transition, prenant en compte les 
interactions stériques et électrostatiques entre l’enzyme, son substrat, les composants de la 
réaction et le solvant. Plus la complémentarité entre l’énantiomère et l’enzyme sera optimale, 
plus l’enthalpie sera faible.  
Le terme entropique est dépendant de plusieurs facteurs tels que la liberté spatiale du substrat 
dans le site actif (volume hydrodynamique), les différences de degré de liberté des résidus de 
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Figure 15 : Profils énergétiques pour la catalyse enzymatique d’un substrat chiral dont les 
énantiomères sont R et S d’après Ottosson114. G : énergie de Gibbs, H enthalpie et S entropie. 
 
Considérant que les énantiomères sont fortement contraints dans le site actif, la contribution 
de l’entropie était souvent considérée comme négligeable115-117. Cependant, de nombreux 
exemples de la littérature ont mis en évidence l’importance du terme entropique106, 113, 118-122. 
Le négliger ne peut être valide que si les complexes des deux états de transition présentent la 
même rigidité et interagissent de la même manière avec le solvant (9).  Ottosson et coll. ont 
montré pour le dédoublement du racémique 3-hexanol par la lipase B de C. antarctica  que le 
volume accessible à l’énantiomère préféré est supérieur à celui accessible par l’autre 
énantiomère. Ces variations de volume joueraient selon les auteurs sur le terme entropique qui 
serait alors principalement impliqué dans l’énantiosélectivité observée121.  
Le terme enthalpique ∆∆H peut être facilement approché expérimentalement ou par 
modélisation moléculaire. En revanche, la détermination du terme entropique est beaucoup 
plus délicate.  
 
II-2-2- Détermination expérimentale des termes enthalpique et entropique 
Les termes enthalpique et entropique peuvent être déterminés à partir de l’équation 9 par 
détermination de l’énantiosélectivité d’un couple enzyme/substrat à différentes températures 
et tracé du logarithme de l’énantiosélectivité en fonction de l’inverse de la température (cf 
équation 9)119, 121.  
 
La calorimétrie de titration isotherme (ITC) peut aussi être employée. Elle permet de 
déterminer la constante d’affinité Ka (103 à 108 M-1), la stœchiométrie du système et de 
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connaître très précisément les contributions enthalpique et entropique dans l’énergie 
d’interaction  pour identifier les forces contribuant à la formation des complexes. Cependant, 
il est nécessaire de disposer d’enzymes et d’énantiomères purs et solubles dans la même 
phase. La technique est mal adaptée en milieu biphasique. L’ITC a notamment été utilisée 
pour déterminer les paramètres cinétiques et thermodynamiques de la phospholipase A2 avec 
différents  inhibiteurs123 ou d’autres systèmes comme une tryptophane synthase124. 
 
II-2-3- Méthodes in silico pour étudier l’énantiosélectivité 
Les techniques expérimentales étant souvent lourdes à mettre en oeuvre, la modélisation 
moléculaire et les différentes techniques associées sont souvent utilisées pour étudier les 
interactions entre l’enzyme et le substrat afin de mieux comprendre les facteurs moléculaires 
et structuraux impliqués dans l’énantiosélectivité. 
- Mécanique quantique 
L’étude des états de transition peut être réalisée par des approches quantiques basées sur la 
résolution de l’équation de Schrödinger dont l’opérateur hamiltonien est la somme des 
énergies cinétiques et potentielles. Cependant, cette équation ne peut être résolue exactement 
que pour un système simple dans lequel le mouvement des électrons est découplé du 
mouvement du noyau selon l’approximation de Born-Oppenheimer. La masse du noyau étant 
très grande par rapport à celle des électrons, les électrons peuvent s’ajuster instantanément 
aux changements de mouvement du noyau. Les noyaux sont donc considérés comme fixes et 
seul le mouvement des électrons est pris en compte. Cependant, cette technique est très lourde 
en temps de calcul et ne peut être donc utilisée que pour traiter des petits systèmes 
comprenant moins de 200 atomes.  
 
Dans le cas des lipases, lors des étapes d’acylation et de déacylation, le système passe par 
différents états de transition difficilement détectables expérimentalement en raison de leurs 
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Figure 16 : Profil d’énergie pour la réaction d’une lipase avec les deux énantiomères d’un 
substrat à travers deux états de transition diastéréomériques avec une grande différence 
d’enthalpie libre. TS,  états de transition ; TI, intermédiaires tétraédriques ; EA, Acyl-
enzyme ; E-S et E-R : intermédiaire tétraédrique ds énantiomères R et S 122. 
 
 
L’état de transition peut être détecté sur les surfaces d’énergie potentielle par  les points selle 
de premier ordre. Les calculs de mécanique quantique de l’état de transition étant très lourds, 
de nombreux auteurs préfèrent modéliser l’intermédiaire tétraédrique (plus stable tout en étant 
proche de l’état de transition) par des techniques de mécanique moléculaire afin d’étudier les 
interactions lipase/substrat. 
- Mécanique moléculaire : Champ de force, minimisation et arrimage moléculaire 
La mécanique moléculaire est une méthode empirique de modélisation moléculaire, dans 
laquelle contrairement à la mécanique quantique, seuls les mouvements des noyaux sont pris 
en compte alors que les électrons ne sont pas explicitement examinés. Dans cette approche, la 
structure moléculaire est définie comme étant composée de sphères (les atomes) associées par 
des ressorts (les liaisons). L’énergie potentielle est décomposée en la somme de l’énergie 
d’élongation des liaisons, l’énergie de déformation angulaire, l’énergie de déformation des 
angles dièdres, l’énergie dûe aux interactions de van der Waals, l’énergie dûe aux interactions 
électrostatiques et l’énergie des liaisons hydrogène. 
 
E total = E liaison + E angle +E torsion + E van der Waals + E électro + E liaison-H 
Les différentes fonctions énergétiques choisies définissent le ″champ de force″. Il s’agit d’une 
expression analytique modélisant l’énergie potentielle et l’ensemble des paramètres 
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nécessaires pour la calculer. Il contient des paramètres de référence issus de données 
expérimentales comme la diffraction des rayons X et les techniques spectroscopiques (IR, 
RMN, …). Le champ de force décrit les interactions entre les atomes liés et non-liés, les 
interactions entre les atomes liés correspondant aux énergies de liaison, d’angle de valence et 
de torsion des angles dièdres et les interactions entre les atomes non-liés étant de type Van der 
Waals, électrostatique et les liaisons hydrogène. L’avantage d’une telle approche empirique 
réside dans le fait que les calculs sont facilement maîtrisables et surtout relativement rapides. 
De plus, la simplicité de définition des termes énergétiques permet de traiter des molécules de 
taille importante (100000 atomes).  
Chacun des termes du champ de force possédant une valeur d’équilibre préférentielle, 
l’énergie minimale peut être recherchée par optimisation de la géométrie de la structure par 
rapport à des paramètres structuraux de référence (pour les protéines, ces données 
correspondent aux résultats issus de la cristallographie). La minimisation permet d’optimiser 
la géométrie de l’assemblage atomique jusqu’à l’obtention d’un minimum local. A partir du 
jeu de coordonnées initiales, on recherche le jeu de coordonnées cartésiennes qui réduit à son 
minimum la somme de toutes les interactions énergétiques. Les méthodes couramment 
employées reposent sur les dérivées première (méthodes de la plus grande pente et du gradient 
conjugué) et seconde de l’énergie potentielle (méthode Newton-Raphson). 
Certaines méthodes d’arrimage moléculaire, permettant de prédire le mode de liaison d’un  
ligand sur une protéine, sont basées sur des techniques de mécanique moléculaire. Ces outils 
ont été employés pour l’identification des facteurs structuraux et réactionnels intervenants 
dans l’énantiosélectivité des lipases. Deux intermédiaires tétraédriques interviennent dans le 
mécanisme réactionnel des lipases (cf mécanisme réacionnelle I-2). L’intermédiaire  
correspondant à l’étape limitante de la réaction est considéré comme un bon mime de l’état de 
transition. Grâce à l’arrimage moléculaire des deux énantiomères, l’énantiosélectivité des 
lipases a été corrélée soit à une différence de position des énantiomères dans le site actif108, 112, 
125 soit à une différence d’énergie d’interaction enzyme/substrat entre les deux 
énantiomères126-128.  Notons cependant que ces techniques négligent les changements 
conformationnels et les adaptations se produisant lors de la reconnaissance entre deux 
molécules129. 
Grâce à ces approches, les auteurs ont pu identifer des acides aminés pouvant jouer un rôle 
dans l’énantiosélectivité. Ces acides aminés ont été modifiés conduisant ainsi à des variations 
d’énantiosélectivité pour un substrat donné130-133. 
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- Méthodes hybrides : QM/MM 
Les méthodes hybrides combinant la mécanique quantique et la mécanique moléculaire 
(QM/MM) représentent une alternative intéressante afin de suivre au niveau électronique les 
formations et ruptures des liaisons et les transferts d’électrons. Le substrat et le site actif de 
l’enzyme peuvent être modélisés en utilisant la mécanique quantique tandis que le reste du 
système enzymatique peut être modélisé via la mécanique moléculaire.  
Otte et coll. ont étudié la formation d’un intermédiaire tétraédrique dans la lipase A de B. 
subtilis par QM/MM afin de développer un champ de force adapté à la modélisation des 
intermédiaires tétraédrique134. Dans cette approche, le centre réactionnel comprenant 
l’intermédiaire tétraédrique, la chaine latérale de l’histidine catalytique ainsi que 29 autres 
atomes ont été modélisés par mécanique quantique. Cette approche est utilisable pour la 
simulation de la réaction en solution et permet de prédire les énergies libres d’activation 135. 
Une autre étude de QM/MM a été réalisée sur la lipase de B. cepacia et un alcool secondaire 
racémique : (R,S)-1-phenoxy-2-hydroxybutane. Les auteurs ont ainsi montré par QM/MM que 
le positionnement de l’énantiomère S obtenu par cristallographie n’était pas productif136.  
- Méthodes chimiométriques : 
La chimiométrie est l'application d’outils mathématiques et statistiques permettant 
l’exploitation des données expérimentales pour établir des relations empiriques entre les 
descripteurs moléculaires d’un système biocatalytique et les résultats expérimentaux137. Il 
existe plusieurs méthodes chimiométriques. 
o 3D-QSAR : 
Les méthodes ″3D-QSAR″ (three-dimensional quantitative structure-activity relationships) 
sont à l’interface entre la modélisation moléculaire et la chimiométrie. Elles utilisent les 
propriétés ou descripteurs prédits par la modélisation moléculaire comme variables d’entrée 
pour les méthodes multivariées d’analyse, permettant de prédire une activité biologique : 
 
Activité biologique = C1P1 + C2P2 + …. + CnPn  
(où Pn représente les propriétés biologiques et Cn les coefficients).  
  
Ce type d’approche considère que des molécules de structures similaires auront des activités 
similaires permettant d’établir des relations entre structure et activité. L’obtention d’un 
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modèle QSAR de qualité dépend de nombreux facteurs comme la qualité des données 
biologiques, le choix des descripteurs et le traitement statistique.  
Bien que les méthodes ″3D-QSAR″ soient largement utilisées pour la synthèse de 
médicaments (drug design), leur application pour l’étude de l’énantiosélectivité des lipases 
n’a été introduite que récemment par Tomic et coll.138. L’application de ces méthodes ont 
permis de prédire correctement l’énantiosélectivité de i) la lipase de Burkholderia cepacia 
vis-à-vis d’alcools secondaires139 et de ii)  la lipase de Candida antarctica pour des 
racémiques d’amines et d’alcools secondaires140. 
Ces modèles ont permis aux auteurs de prédire qualitativement l’énantiosélectivité du couple 
enzyme/substrat141. Il faut noter cependant que ces méthodes restent très dépendantes du 
modèle choisi. 
Une extension de la méthode QSAR est la méthode QSFR (Quantitative Structure-Function 
Relationship). L’objectif est de chercher et de décrire quantitativement les effets de 
changements dans la structure de la protéine sur sa fonction ou sur sa stabilité (QSSR)142. Le 
modèle généré peut être utilisé pour prédire l’activité des mutants qui n’ont pas encore été 
construits ou testés expérimentalement.  
o ProSAR : 
Une autre méthode chimiométrique appelée ProSAR (Protein Sequence-Activity relationship), 
permettant une corrélation entre la séquence et l’activité, a été récemment proposée 143. 
L’analyse ProSAR quantifie les effets de différentes mutations dans une librairie combinatoire 
de séquences de mutants et les classe en mutations bénéfiques, délétères ou neutres. Les 
meilleurs mutants sont ensuite utilisés comme patrons sur lesquels sont générés la diversité au 
tour suivant. L’analyse statistique des résultats obtenus lors du criblage permet d’identifier 
des mutations bénéfiques qui seront incorporées et des mutations délétères qui seront 
supprimées. Le modèle ProSAR créé est utilisé pour déduire la contribution des effets des 
mutations sur la fonction protéique.  
L’analyse statistique utilise également les données de séquences/activités pour ajuster les 
coefficients de la régression afin de minimiser les différences entre les valeurs prédites et 
mesurées pour les fonctions143. L’évolution d’enzymes par les méthodes ProSAR permet 
l’identification de mutations bénéfiques même dans les variants peu actifs. En particulier, 
cette méthode a été utilisée pour modifier une halohydrine déhalogénase. Les auteurs de ces 
travaux ont augmenté la productivité volumique d’un procédé de cyanation d’un facteur 4000 
143. Cette amélioration est obtenue pour des variants qui ont au moins 35 mutations.  
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Comme nous venons de le voir, de nombreuses approches ont été développées pour 
comprendre les mécanismes à l’origine de l’énantiosélectivité enzymatique. Cependant, 
malgré l’étendue des travaux réalisés, il existe peu de systèmes de prédiction fiables 
permettant, notamment, la prédiction quantitative. Concernant les modèles basés sur les 
calculs des termes énergétiques de l’interaction enzyme/substrat, ils sont difficiles à utiliser 
pour prédire l’énantiosélectivité. En effet, l’énergie libre d’un système enzyme-substrat est 
très grande (plusieurs milliers de kJ/mole) et fluctue significativement à cause des 
mouvements globaux de la protéine et des effets de solvatation. Les variations d’énergie libre 
liées à l’énantiosélectivité seront souvent trop faibles (quelques kJ/mole) pour autoriser une 
bonne prédiction144. De plus, la dynamique des systèmes est rarement prise en compte alors 
qu’elle influe très probablement aussi sur l’énantiosélectivité.  
 
 
II-3- Méthodes de modelage de l’énantiosélectivité des lipases  
   
II-3-1- Ingénierie rationnelle et semi-rationnelle 
 
L’ingénierie rationnelle consiste à modifier la structure d’une enzyme par changement 
d’acides aminés au moyen des techniques de mutagénèse dirigée. Les cibles de mutagénèse  
sont choisies en fonction des propriétés que l’on souhaite modifier ou améliorer. Dans le cas 
de la modification ou de l’amélioration de l’énantiosélectivité, les positions mutées sont 
souvent proches du site actif. Ces positions sont définies à partir de l’analyse structurale de la 
protéine, par des études de modélisation moléculaire telle que l’arrimage du substrat dans le 
site actif  ou encore à l’aide de méthodes chimiométriques (cf partie II-2-3). Pour cela, il est 
important de connaitre : la structure tridimensionnelle de l’enzyme, le mécanisme réactionnel, 
les résidus catalytiques, la conformation du site actif ou encore la spécificité de substrat.  
Dans ce type d’approche, seuls quelques acides aminés sont ciblés. Ils sont souvent localisés 
dans le site actif car il est difficile de prévoir l’effet de mutations distantes145, 146. Les mutants 
sont ensuite exprimés et les enzymes produites sont caractérisées pour déterminer 
l’amélioration apportée par la mutation132, 147, 148. Différentes techniques de mutagénèse 
dirigée peuvent être employées comme la PCR (Polymerase Chain Reaction) par overlap 
extension149, la PCR inverse150, ou encore la PCR avec megaprimer151. 
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Le terme ingénierie semi-rationnelle est utilisé pour décrire des méthodes permettant 
d’introduire toutes les mutations possibles sur un ou plusieurs codons choisis au préalable130, 
152-154. L’approche consiste à créer des librairies de variants par mutagénèse à saturation 
employant des oligonucléotides dégénérés sur des positions choisies et éventuellement 
recombiner les meilleurs variants dans une deuxième étape. Différentes méthodes ont été 
proposées qui permettent notamment d’optimiser la dégénérescence des codons pour limiter la 
taille des banques créées et sélectionner les recombinaisons à opérer pour améliorer les 
mutants154, 155. La taille des banques générées nécessitent parfois l’utilisation de techniques de 
criblage à haut débit dont plusieurs exemples seront présentés ultérieurement. 
II-3-2- Evolution dirigée  
 
L’évolution dirigée permet de mimer en laboratoire l’évolution naturelle des protéines par 
création aléatoire de diversité génétique suivie d’un processus de sélection ou de criblage des 
variants présentant l’amélioration recherchée. La première étape consiste donc à générer une 
librairie de mutants par des méthodes de mutations ponctuelles et /ou de recombinaisons 
génétiques (Tableau 1). Pour explorer la diversité, la librairie de variants doit être de taille 
importante et la diversité génétique introduite doit être la plus grande et la moins biaisée 
possible. La deuxième étape consiste, par des techniques à haut débit, à cribler ou sélectionner 
les mutants possédant la propriété désirée. Un pré-requis à cela sera la nécessité de posséder 
un système d’expression compatible (taux de transformation élevé, activité reproductible dans 
les conditions du criblage, activité suffisante). La puissance d’une telle technique repose sur le 
fait que le processus est itératif, la répétition de plusieurs tours à partir des mutants 
sélectionnés permettra d’améliorer à chaque tour, la propriété de l’enzyme à faire évoluer. 
D’autre part, l’évolution dirigée présente l’avantage de ne pas nécessiter d’information 
structurale pour sa mise en application.  
Cette approche est peu utilisée pour le modelage de l’énantiosélectivité car les acides aminés 
éloignés du site actif ont peu d’influence sur l’énantiosélectivité. De plus, il est difficile de 
générer toute la diversité possible (à cause des biais d’un grand nombre de techniques 
d’évolution dirigée) et il est difficile de développer des cribles rapides et efficaces pour 
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Tableau 1 : Techniques d’évolution dirigée avec leurs principaux avantages et inconvénients 
(d’après 156).  
 
Catégories Description Exemples de techniques Références 
Mutagénèse 
aléatoire 
Introduction au hasard de mutations sur le gène 
d’intérêt 







Recombinaison de petits fragments de gènes 
mutés basée sur de l’homologie de séquence. 
Ces gènes mutés sont obtenus à partir de 
différentes stratégies de mutagénèse ou de 
différentes espèces ou souches. Ces techniques 
permettent d’obtenir un fort taux de 
recombinaison mais il est difficile de séparer 















Recombinaison de petits fragments de gènes 
issus de différentes origines en utilisant un ou 
plusieurs brins des gènes parentaux entiers 
comme matrice. Un fort taux de recombinaison 
peut être obtenu mais ces techniques sont 







Recombinaison de gènes non-homologues par 
ligation de fragments N- et C-terminaux de 
deux gènes différents. La sélection des 
nouveaux gènes est basée sur la taille. La 
recombinaison entre des gènes peu ou pas 
homologues est possible, mais il n’existe qu’un 










Recombinaison de fragments de gènes basée 
sur des caractéristiques structurales et 
fonctionnelles ou de fragments peu 
homologues issus de différentes espèces ou 
souches. La librairie de mutants obtenus permet 
d’avoir accès à des enzymes plus actives mais 
comportant seulement quelques points de 











Recombinaison en utilisant le système de 
recombinaison homologue (gap-repair) de la 
levure ou le système recE/recT d’E. coli. Un 
fort rendement peut être obtenu, aucune étape 
de ligation n’est nécessaire mais il faut disposer 







Recombinaison de mutations connues ou non à 
l’aide d’oligonucléotides synthétiques. Cette 
techniques permet de recombiner des mutations 
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II-3-3- Sélection et criblage des variants améliorés  
- Sélection : 
Pour explorer les banques de large taille, il est préférable d’avoir recours à une étape de 
sélection avant le criblage sur la propriété d’intérêt. 
Dans le cas de la sélection, seuls les mutants possédant la propriété voulue survivront. Il 
faudra donc que l’activité de l’enzyme à améliorer soit vitale pour le développement de 
l’organisme qui l’exprime ou qu’elle conduise à la production d’une molécule vitale pour la 
souche d’expression. Comme seuls les variants d’intérêt sont détectés, cette technique permet 
d’augmenter la taille des librairies testées et par conséquent le débit de criblage. 
Les méthodes de sélection peuvent être développées chez des souches délétées d’une enzyme 
de la voie de biosynthèse d’un acide aminé par exemple. Ainsi, Boersma et coll. ont exprimé 
une banque de mutants d’une lipase dans une souche d’E. coli auxotrophe pour l’acide 
aspartique178. Les auteurs souhaitant sélectionner les mutants présentant une énantiosélectivité 
en faveur de l’énantiomère S, la librairie a été étalée sur un milieu minimum contenant un 
ester d’acide aspartique de l’énantiomère (S)-(+)-1,2-O-isopropylidene-sn-glycerol. De 
manière à inhiber la croissance des variants les moins sélectifs, un ester de phosphonate est lié 
de façon covalente à l’énantiomère opposé : (R)-(-)-1,2-O-isopropylidene-sn-glycerol, le 
phosphonate libéré inhibant de façon covalente la lipase. Les auteurs ont ainsi pu sélectionner 
des mutants présentant une inversion de l’énantiosélectivité par rapport à l’enzyme sauvage 
qui préfère l’énantiomère R. 
 
 
- Criblage : 
Le criblage est utilisé dans les approches d’ingénierie semi-rationnelle et d’évolution dirigée. 
Il  consiste à tester tous les mutants individuellement sur la propriété recherchée pour pouvoir 
les différencier. La plupart des tests de criblage impliquent les transferts de colonies dans des 
microplaques contenant le milieu de culture, puis une induction de l’expression de la protéine. 
Si celle-ci est intracellulaire, alors une étape de lyse sera nécessaire, et les débris cellulaires 
devront être éliminés. L’activité enzymatique recherchée sera ensuite testée. L’augmentation 
du débit de criblage passe par une miniaturisation des étapes de celui-ci (culture des hôtes, 
expression protéique, détermination d’activité…) en microplaque 96 puits. De plus en plus, le 
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criblage est réalisé en microplaque 384 puits voire 1024 puits, pour augmenter la cadence de 
criblage. Les tests sont souvent basés sur des dosages colorimétriques ou fluorométriques car 
ils sont rapides et faciles à mettre en œuvre avec un lecteur de microplaque.  
Les méthodes couramment utilisées pour l’analyse de l’énantiosélectivité sont la 
chromatographie liquide haute performance ou la chromatographie en phase gazeuse utilisant 
des phases stationnaires chirales. Ces méthodes nécessitent souvent des durées d’analyse 
s’étendant de quelques minutes à plusieurs dizaines de minutes, rendant impossible le criblage 
à très haut débit. Cependant, Reetz et coll. ont développé un système de criblage à haut débit 
sur l’énantiosélectivité en utilisant en parallèle deux appareils de chromatographie en phase 
gazeuse permettant la déterminantion de 700 valeurs d’énantiosélectivité par jour179. 
Pour surmonter les problèmes liés au faible débit des techniques d’analyses classiques 
(HPLC, GC), de nouvelles techniques de criblage ont émergé. 
-  Méthodes  spectroscopiques 
 
o Spectroscopie UV-visible : 
Les techniques de spectroscopie UV-visibles font souvent intervenir le couplage d’un substrat 
porteur d’un groupement chromophore (para-nitrophénol par exemple) qui lors de sa 
libération va permettre l’apparition d’une coloration. Les réactions doivent être réalisées sur 
les énantiomères purs180-183.  
 
o Spectroscopie de fluorescence : 
Il est également possible de cribler des banques de variants sur leur énantiosélectivité en 
utilisant des substrats présentant des groupements fluorophores. Ainsi une molécule 
d’umbelliferone a pu être fixée par une liaison ester sur le substrat d’intérêt. L’ester 
d’umbelliferone n’étant pas fluorescent, l’activité hydrolytique correspond alors à 
l’augmentation de la fluorescence184. 
La méthode FRET a aussi été utilisée pour détecter les réactions d’hydrolyse dans lesquelles 
la paire fluorophore-quencher ou fluorophore-fluorophore est séparée par la coupure d’une 
liaison par l’enzyme. Un changement d’intensité de la fluorescence ou un décalage de la 
longueur d’onde sont alors détectés185. 
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- Marquage isotopique 
 
Le marquage isotopique des substrats énantiomériques peut aussi être effectué. La réaction 
peut être suivie par spectrométrie de masse ou RMN. Ainsi, il est possible de mesurer 1400 
excès énantiomériques par jour avec une précision de 2 à 5 % par RMN. Cependant, ces 
techniques sont très coûteuses186, 187. 
 
- Méthodes infrarouges 
Les radiations infrarouges causées par la chaleur de la réaction d’une enzyme énantiosélective 
catalysant une réaction de transformation peuvent être détectées par une caméra 
thermographique infrarouge. La réaction entre une lipase et chacun des énantiomères séparés 
est réalisée en microplaques. Les résultats obtenus pour les deux énantiomères en image 
thermographique infrarouge sont comparés. Les enzymes très énantiosélectives peuvent ainsi 
être identifiées par résolution cinétique. Cependant, les enzymes utilisées doivent être très 
actives188. 
- Techniques de présentation en surface de cellules (display) 
 
Ces techniques permettent de présenter en surface l’ensemble des protéines obtenues après 
mutagenèse. Chacun des gènes mutants est fusionné à un gène codant pour une protéine 
membranaire de l’organisme dans lequel va se faire l’expression. Cette fusion permettra à la 
protéine d’intérêt d’être transportée jusqu’à la membrane et d’être présentée en surface. Ainsi, 
chaque organisme présentera en surface une protéine mutée issue de la banque.  
De cette façon, Antipov et coll. ont présenté une péroxidase à la surface d’une levure189. Puis, 
ils ont mis directement dans le milieu les 2 énantiomères du substrat d’intérêt sur lesquels ils 
ont fixé un groupement fluorophore différent pour l’énantiomère R et l’énantiomère S. Ainsi, 
en triant les cellules par FACS (Fluorescence activated cell sorting), ils ont pu estimer 
l’énantiosélectivité de chacun des couples enzyme/substrat. Le risque principal de ce type de 
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II-3-4- Exemples d’amélioration de l’énantiosélectivité  
 
- Par évolution dirigée 
 
La première étape est souvent une epPCR (error-prone PCR) afin de cibler tout le gène et de 
mettre en évidence des positions pouvant influencer l’énantiosélectivité. Cette étape peut être 
suivie d’une étape de mutagenèse à saturation sur les points chauds mis en évidence par 
epPCR afin d’explorer davantage la diversité. Enfin, les mutants d’intérêt peuvent être 
recombinés par DNA-shuffling.  
Cette stratégie a notamment été employée pour améliorer l’énantiosélectivité de la lipase de 
Pseudomonas aeruginosa. Bocola et coll. ont ainsi obtenu un variant contenant 6 mutations et 
ayant une énantiosélectivité supérieure à 51 tandis que l’enzyme sauvage présente une 
énantiosélectivité de 1.1 pour l’ester d’acide α-methyldécanoïque190. Des résultats similaires 
ont été obtenus pour d’autres lipases177, 191. Par cette approche, Ivancic et coll. ont réussi, 
quant à eux, à inverser l’énantiosélectivité de l’estérase de B. gladioli pour le méthyl-β-
hydroxyisobutyrate192. L’énantiosélectivité a été modifiée d’une valeur 6.1 pour l’énantiomère 
S à une valeur de 28.9 pour l’énantiomère R.  
 
- Par ingénierie rationnelle ou semi-rationnelle 
 
Souvent, l’énantiosélectivité est améliorée par ingénierie rationnelle ou semi-rationnelle en 
faisant intervenir des techniques de mutagenèse à saturation sur des positions ciblées par 
modélisation moléculaire192, 193. Les auteurs ont souvent recours à la construction de librairies 
focalisées. Cela permet d’éviter la difficulté de criblage de banques de taille très importante, 
par la construction de librairies plus petites et mieux ciblées130, 194-196. 
Par exemple, le groupe de Reetz a amélioré l’énantiosélectivité d’un couple enzyme/substrat 
d’un facteur 25 pour l’hydrolyse de glycidyl phényle éther par l’époxide hydrolase 
d’Aspergillus niger par construction de librairies focalisées en utilisant la méthode ISM 
(Iterative Saturation Mutagenesis) développée par son groupe154. Magnusson et coll. ont 
obtenu un variant présentant une énantiosélectivité de 22 (contre 1.6 pour CALB sauvage) 
pour l’éthyl-2-hydroxypropanoate par introduction de mutations ponctuelles197. Des mutants 
ciblés sur la poche de stéréospécificité présentant une plus grande constante d’affinité pour les 
alcools secondaires de taille importante ont été générés qui présentent une inversion 
d’énantiosélectivité147, 198.  
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L’ensemble des travaux que nous venons de présenter sont révélateurs de l’intérêt que 
représentent les lipases pour le dédoublement de mélanges racémiques. Cependant, ils 
montrent aussi qu’il est encore très difficile de comprendre l’énantiosélectivité et surtout de la 
prédire. Nos objectifs étant d’identifier les facteurs influençant l’énantiosélectivité de la lipase 
de B. cepacia et de proposer de nouvelles méthodologies pour la construction de variants plus 
performants pour le dédoublement de racémiques, nous consacrerons la dernière partie de 
notre étude bibliographique à cette enzyme choisie comme modèle pour faire le point sur 
l’état des connaissances au début de notre étude.   
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III- La lipase de Burkholderia cepacia (BCL)  
 
III-1- Caractéristiques structurales et dynamiques 
 
III-1-1- Description structurale 
 
BCL est une lipase de faible poids moléculaire (33 kDa), constituée de 320 acides aminés et 
commercialisée par les sociétés Roche (Chirazyme L-1) et Amano (Amano P ou Amano PS).  
Sa structure cristallographique a été déposée dans la PDB sous différents codes : 1OIL (Kim 
et coll., 1997), 2LIP et 3LIP199, 4LIP et 5LIP61, 2NW6 (non publiée) et 1HQD200 et 1YS1, 
1YS2201. Notons que cette lipase a toujours été cristallisée sous forme ouverte en présence ou 
non d’un inhibiteur dans le site actif. 
 
La triade catalytique de BCL est constituée de la Sérine catalytique (Ser87), de l’Histidine 
286 et de l’Acide Aspartique 264. BCL est une lipase de type GX dont le trou oxyanion est 
défini par la Leucine 17 et la Glutamine 88. De plus, la superposition des conformations 
fermées des lipases de B. glumae202 et de C. viscosum203 avec la conformation ouverte de 
BCL52 suggèrent que le sous-domaine, constitué des résidus 118 à 166, correspondrait au 
volet amphiphile capable de se refermer sur le site actif en milieu polaire (Figure 17). La 
mobilité de ce sous-domaine a été mise en évidence par des études de dynamique 
essentielle204. Toutefois, la transition complète de ce sous-domaine d’une forme ouverte à une 
forme fermée n’a jamais été mise en évidence. 






Figure 17 : Structure tridimensionnelle de BCL sous sa forme ouverte (PDB : 3LIP) montrant 
le repliement α/β hydrolase (A) et la surface de la protéine (B). Les résidus D264, H286, S87 
formant la triade catalytique sont représentés en bleu52. Le sous-domaine constitué des résidus 
118 à 166, qui pourrait correspondre au volet amphiphile, est représenté en vert.  
 
III-1-2- Topologie du site actif 
 
BCL possède un site actif en forme d’entonnoir qui est composé de trois poches199.  Selon la 
nomenclature de Lang et coll.61, ces trois poches sont:  
 
i) la poche HA hydrophobe, dans laquelle se lie la partie acyle du substrat et qui est délimitée 
par les acides aminés Leu17, Pro113, Phe119, Leu164, Leu167, Val266 et Val267;  
ii) la poche HH hydrophobe/hydrophile, dans laquelle se lie la partie alkyle du substrat et qui 
est délimitée par les acides aminés Gly16, Thr18, Tyr23, His86, Leu287, Ile290, Gln292 et 
Leu293 ; 
iii) la poche HB qui correspond à la zone située entre les poches HA et HH (Figure 18). Les 
acides aminés de la triade catalytique Ser87 et His286 ainsi que la Leu17 se trouvent à la 
jonction des poches HA et HH. 
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Figure 18 : Représentation des différentes poches du site actif de BCL avec une vue de 
dessus. Les résidus catalytiques Ser87 et His286 sont colorés en bleu et orange 
respectivement. La poche HA est colorée en violet et la poche HH en jaune. Les résidus 
Leu17 (rouge) et His286 (orange) sont situé à la jonction entre les poches HA et HH.  
 
III-1-3- Pont disulfure 
 
BCL présente un pont disulfure et un site de liaison au calcium, également retrouvés dans la 
sous-famille I.1 50. Le pont disulfure se situe entre les résidus Cys190 et Cys270 52.  Il est 
vraisemblement formé dans le périplasme bactérien, un environnement oxydant, par 
l’intermédiaire de disulfures oxydoréductases (Dsb)205-207. Il jouerait un rôle important dans le 
repliement. En effet Hobson et coll. ont montré qu’en présence d’agents réducteurs, la lipase 
de B. cepacia DSM3959 ne se repliait pas208. De même, la lipase de B. cepacia KWI-56, 
mutée sur l’une des cystéines est très peu active probablement en raison d’un mauvais 
repliement49.  
III-1-4- Site de liaison au calcium 
 
La lipase de B. cepacia (BCL) possède également un site de liaison au calcium constitué des 
acides aminés Asp242, Asp288, Gln 292 et Val296 ainsi que de deux molécules d’eau52. Le 
rôle du calcium dans les lipases n’est pas parfaitement élucidé. Dans le cas de la lipase de B. 
cepacia KWI-56, la substitution des ligands du calcium (Asp242 et Asp288) par des résidus 
alanine prévient la formation d’enzyme active, suggérant ainsi un rôle important dans la 
catalyse49. A l’inverse, la distance entre l’ion calcium et la sérine catalytique de BCL52, 199  
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rend peu probable le rôle du calcium dans la catalyse. L’ion jouerait plutôt un rôle au niveau 
structural.  
III-2- Compréhension de l’énantiosélectivité 
 
BCL est l’un des catalyseurs les plus utilisés pour la résolution cinétique de mélanges 
racémiques d’alcools primaires et secondaires109, 209, 210 et de leurs esters ainsi que la 
résolution de racémiques d’acides carboxyliques211, 212. 
 
Pour augmenter l’énantiosélectivité de cette enzyme, différents auteurs ont joué sur les 
conditions réactionnelles de la réaction ou les conditions de préparation de l’enzyme. L’ajoût 
de sels ou utilisation de liquide ionique a permis d’augmenter l’activité spécifique d’un 
facteur 500 à 1000 avec une énantiosélectivité supérieure à 200213. L’ajoût de cyclodextrines, 
de surfactants, de solvants polaires tels que le DMSO peut aussi parfois conduire à des 
modifications d’énantiosélectivité213, 214. De même, la co-lyophilisation avec des composés 
comme le sucrose, le tréhalose ou encore des β-cyclodextrines peut affecter 
l’énantiopréférence215, 216. Enfin, l’immobilisation de BCL sur différents types de support 
entraine parfois une augmentation de stabilité pouvant être accompagnée d’une variation de 
l’énantiosélectivité214, 217, 218. Dans la plupart de ces études, les facteurs responsables des 
changements d’énantiosélectivité observés ne sont pas clairement identifiés.  
 
Les études des relations structure-fonction de BCL par des techniques biochimiques et de 
modélisation moléculaire couplées à des techniques de mutagénèse ont par la suite montré que 
les interactions enzyme/substrat jouaient un rôle prépondérant111. 
Les premiers travaux de mutagenèse visant à modifier l’énantiosélectivité ont été réalisés par 
Hirose et coll.219. Par comparaison des séquences de BCL avec une autre lipase AH Amano 
(Pseudomonas sp.), 16 acides aminés différents ont été retenus comme cibles de mutagénèse. 
Trois mutants moins énantiosélectifs (V266L, L287I et F221L) ont été combinés pour obtenir 
un triple-mutant présentant une inversion de l’énantiosélectivité pour l’hydrolyse de 1,4-
dihydropyridine. Cette lipase a également été mutée afin de modifer son énantiosélectivité 
pour des alcools primaires. Genter et coll. ont ainsi modulé l’énantiosélectivité de BCL pour 
ces substrats en modifiant la taille d’un « his gap » formé par les deux acides aminés His286 
(histidine catalytique) et Leu287133. L’énantiosélectivité est inversée pour le mutant 
Leu287Trp (E(S)=2 contre E(R)=3 pour l’enzyme sauvage). Cependant, les variations 
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observée sont faibles (énantiosélectivité comprise entre 2 et 6.5 avec une valeur de 3 pour 
l’enzyme sauvage).   
Koga et coll. ont également réussi à inverser l’énantiosélectivité de la lipase BCL KWI-56 par 
construction d’une banque ciblant quatre résidus hydrophobes (L17, F119, L167 et L266). La 
librairie a ensuite été exprimée in vitro à l’aide d’extraits cellulaires (méthode SIMPLEX130). 
Deux variants présentant une énantiosélectivité inversée vis à vis du 3-phénylbutyrate 
d’éthyle respectivement (WT : E(S)=33 et mutants : E(R)=33 ou 38) ont été isolés.  
Ema et coll. ont modifié l’énantiosélectivité de BCL pour des alcools secondaires par 
mutagenèse de l’isoleucine 287 (située à l’entrée du site actif) par des acides aminés 
hydrophobes plus ou moins encombrants148. Les mutants I287A et I287F présentent 
respectivement une diminution et une augmentation d’un facteur deux à trois de 
l’énantiosélectivité selon le substrat. 
 
Les techniques de modélisation moléculaires présentées en II-2-3 ont également été 
employées pour l’étude de l’énantiosélectivité de BCL. Lors d’une analyse des intermédiaires 
tétraédrique d’alcools secondaires dans le site actif de BCL, Schulz et coll. ont conclus que la 
stéréopréférence de BCL dépendait principalement du positionnement de l’énantiomère 
préféré dans le site actif, la distance entre l’hydrogène de l’histidine catalytique et l’oxygène 
de l’alcool (substrat) étant corrélée aux valeurs d’énantiosélectivité obtenues 
expérimentalement111. Tomic et coll. ont quant à  eux développé des modèles 3D-QSAR qui 
ont permis de mettre en évidence des cibles de mutagenèse pouvant potentiellement 
augmenter l’énantiosélectivité de BCL, cependant les mutants n’ont pas été testés 
expérimentalement138. La mécanique moléculaire a été utilisée pour comprendre l’origine de 
l’énantiosélectivité de BCL pour des alcools secondaires136. Il a ainsi été montré que selon 
l’énantiomère de l’inhibiteur 1-phenoxy-2-acetoxybutane, la liaison hydrogène entre l’alcool 
et l’histidine catalytique His286 pouvait se former ou pas.  
 
Il ressort de l’ensemble de ces travaux que l’énantiopréférence de BCL est le plus souvent 
imputée au positionnement préférentiel d’un enantiomère au fond de la poche catalytique de 
l’enzyme. Notons que l’énantiosélectivité n’a jamais été étudiée pour cette enzyme par le 
biais de la détermination des différences d’énergies libres et des termes enthalpique et 
entropique.  
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L’équipe Catalyse et Ingénierie Moléculaire enzymatiques dans laquelle j’ai effectué ma thèse 
s’intéresse aussi depuis plusieurs années à la lipase de BCL. Dans le cadre d’un projet financé 
par le groupe Aventis, Guieysse et coll. ont étudié l’influence des conditions réactionnelles 
sur le dédoublement de substrats de type α-bromo-tolyl acétate d’alkyle (molécules 
intervenant dans la voie de synthèse d’un composé actif contre les troubles respiratoires) via 





Réaction 1  
Les auteurs ont montré que l’énantiosélectivité de BCL était faiblement influencée par les 
conditions expérimentales de la réaction telles que le solvant, l’activité de l’eau et la 
température (Guieysse et coll., 2001). Différents racémiques ont ensuite été synthétisés pour 
évaluer le rôle de la structure des parties acyle (-R1, -X, Tableau 2) et alkyle (-R2, Tableau 2) 
du substrat sur l’énantiosélectivité6, 220. Lorsque le substrat n’est pas substitué sur le cycle 
aromatique ou lorsque la substitution est localisée en position méta ou para, la lipase est 
énantiosélective. Au contraire, la substitution en ortho provoquerait une gêne stérique qui 
freinerait la discrimination entre les deux énantiomères. D’autre part, le remplacement de 
l’atome de brome, présent sur le centre asymétrique, par un atome de chlore ou un atome de 
fluor indique que l’énantiosélectivité de BCL diminue lorsque l’halogène est plus petit et plus 
électronégatif (-X, Tableau 2). La substitution de l’atome de brome par un groupement 
méthyle neutre ne modifie pas l’énantiosélectivité de l’enzyme. Plus que l’électronégativité, 
l’encombrement stérique est probablement à l’origine de ce résultat (Tableau 2). En ce qui 
concerne la nature de la partie alkyle du substrat, plus celle-ci est chargée négativement (bon 
nucléophuge), plus l’énantiosélectivité de la lipase diminue (-R2, Tableau 2). 
 
Le même groupe a montré que l’énantiosélectivité de la réaction était principalement 
gouvernée par la première étape de la réaction (formation de l’acyl-enzyme), car les 
concentrations et la nature des alcools (second substrat de la réaction, R3-OH) testées 
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Tableau 2 : Enantiosélectivité de la lipase de BCL lors du dédoublement de différents 

























(a) l’énantiosélectivité (E) est égale au rapport des vitesses initiales d’apparition des  























































































































































































































































































C H 3 
C H 3 






Chapitre I : Étude Bibliographique 
73 
Afin de mieux appréhender l’influence des facteurs moléculaires responsables de 
l’énantiosélectivité de BCL lors du dédoublement d’acides 2-halogéno carboxyliques, 
Guieysse et coll., ont ensuite modélisé le premier intermédiaire tétraédrique formé lors de la 








La modélisation des intermédiaires tétraédriques formés avec chaque énantiomère a révélé 
que les niveaux d’énergie obtenus pour les deux complexes étaient équivalents, et que dans 
tous les cas, les liaisons hydrogène indispensables à la catalyse étaient formées. Ces résultats 
ne permettaient donc pas de rendre compte de la préférence de BCL pour l’énantiomère (R) et 
semblaient indiquer que le positionnement au fond de la poche du site actif des deux 
énantiomères était équivalent, ce qui ne permettait pas d’expliquer l’énantiosélectivité du 
catalyseur7.  
Les auteurs ont alors formulé l’hypothèse que l’énantiopréférence pourrait être dûe à une 
différence d’accessibilité du substrat dans le site actif de l’enzyme. Dans ce cas, l’accès 
préférentiel de l’un des énantiomères contrôlerait la cinétique de la réaction. Pour valider cette 
hypothèse, la trajectoire du substrat dans le site actif a été modélisée par deux approches 
différentes décrites dans les paragraphes suivants. 
III-3- Etude du rôle de l’accès au site actif 
 
Pour modéliser les trajectoires des acides 2-halogéno carboxyliques, Guieysse et coll. ont 
développé une approche pseudo-dynamique7. Par mécanique moléculaire, l’intermédiaire 
tétraédrique formé avec les énantiomères a tout d’abord été construit. Puis, le  substrat au 
cœur du site actif a été déplacé par pas de 0,1 Å vers l’entrée du site. Chaque déplacement a 
été suivi d’une procédure de dynamique puis de minimisation visant à optimiser la position du 
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une distance donnée sont calculées et compilées. Cela permet de tracer pour chaque 
énantiomère l’énergie d’interaction en fonction de la position du substrat dans le site actif 
(Figure 19). Elle est systématiquement plus basse pour l’énantiomère (R) et ce tout au long de 
la trajectoire. Cette observation indique que le site actif serait plus adapté à la capture de 
l’énantiomère (R) qu’à celle de l’énantiomère (S).  Le réseau d’acides aminés hydrophobes à 
chaîne latérale pivotante de type valine/leucine/isoleucine  qui tapisse le chemin d’accès au 
site catalytique (Figure 20) pourrait fonctionner de façon concertée, comme un mécanisme 
d’horlogerie entrainant ainsi le substrat vers l’intérieur du site actif. 
 
Figure 19 : Energie d’interaction entre chaque énantiomère et le site actif de l’enzyme en 
fonction du positionnement du substrat (distance en Å)7. 
 
 
Figure 20 : Représentation du réseau d’acides aminés hydrophobes à chaîne latérale pivotante 
du site actif de BCL7. 
 
Guieysse et coll., ont ainsi identifié certains résidus hydrophobes interagissant avec le substrat 
dont la leucine 17 et la valine 266. Ces deux acides aminés forment un goulot d’étranglement 
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franchir la « barrière stérique » (formée par Val266 et Leu17), l’énantiomère (S) doit se 
déplacer vers la paroi de droite où il rentre en interaction avec la Leu17. Au contraire, 
l’énantiomère (R) peut franchir cette barrière beaucoup plus facilement en pivotant sur lui-







Figure 21 : Coupe du site actif de BCL. A la base du site actif se trouve la sérine catalytique 
(Ser87) avec à sa gauche l’His286 et l’Asp264 de la triade catalytique. Leu17, située à droite 
de la paroi (jaune), et Val266 située à gauche de la paroi (violet), forment le goulot 
d’étranglement du site actif 7. 
 
Pour valider cette interprétation, Guieysse et coll. ont testé sur le mutant PS-FVL de B. 
cepacia, détenu par la société Amano7. Il s’agit d’un triple mutant : V266L-L287I-F221L. Les 
acides aminés V266 et L287, impliqués dans l’accessibilité du substrat au site actif, sont 
mutés respectivement par une leucine et une isoleucine, deux acides aminés à chaîne latérale 
plus encombrante. De ce fait, la mutation V266L réduit encore la taille du goulot 
d’étranglement. Ce mutant montre une excellente énantiosélectivité (E>200) pour le 
dédoublement du (R,S)-α-bromo phényl acétate d’éthyle par rapport à l’enzyme native 
(E=57), avec une énantiopréférence pour la forme (R). Les trajectoires des énantiomères (R) et 
(S) de l’α-bromo phenyl acétate d’éthyle ont été modélisées par pseudo-dynamique 
moléculaire. 





























Figure 22 : Energie d’interaction des énantiomères (R) et (S) en fonction du positionnement 
du substrat dans le site actif 7. 
 
La figure 22 représente l’énergie d’interaction entre les énantiomères et le site actif du mutant. 
Pendant le trajet jusqu’au site actif, l’énergie d’interaction de l’énantiomère (R) est toujours 
inférieure à celle de l’énantiomère (S). On note cependant, que l’écart entre les deux courbes 
(celle obtenue pour l’énantiomère (R) et celle obtenue avec le (S) est beaucoup plus important 
que dans l’enzyme native (Figure 19). L’accès de l’énantiomère (R) serait donc encore plus 
facilité. L’énantiosélectivité du mutant devrait être plus élevée. C’est effectivement ce qui a 
été observé expérimentalement : E>200 pour le mutant PS-FVL et E=57 pour l’enzyme 
sauvage. 
 
La prise en compte de l’accessibilité comme facteur pouvant influencer l’énantiosélectivité 
d’une enzyme est une approche assez nouvelle qui doit être validée par de nombreux 
exemples. Or la confrontation entre les résultats in silico et l’expérience dans le cas du modèle 
développé par Guieysse et coll., s’est avérée être limitée par plusieurs facteurs : 
 - le calcul des trajectoires n’est pas continu 
 - les mouvements concertés de la protéine et du substrat sont très difficiles à modéliser 
 - les temps de calcul sont longs 
 - la procédure de calcul des trajectoires n’est pas automatisée. 
Pour palier à ces limitations, Cortés et coll. ont développé une nouvelle approche pour 
construire les trajectoires8. Cette dernière emploie des algorithmes de planification de 
mouvement initialement développés pour le secteur de la robotique. 
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- Biomove3D : 
 
o Description des algorithmes de robotique 
 
L’approche algorithmique développée repose sur la modélisation des structures moléculaires 
sous la forme de mécanismes poly-articulés de même type que ceux étudiés en robotique 






Figure 23 : Représentation de la modélisation des structures moléculaires sous la forme de 
mécanismes poly-articulés utilisés par Biomove3D8. 
 
Cette modélisation permet un traitement efficace des interactions, grâce à une vision 
géométrique des principales contraintes moléculaires (évitement stérique, maintien 
d’orientations et de distances inter-atomiques). Couplée à la performance d’algorithmes 
d’exploration robotique par échantillonnage aléatoire (algorithme de planification de 
mouvement de type RRT, Rapidly-exploring Random Tree)221, l’approche permet d’explorer 
les mouvements de systèmes (macro)moléculaires satisfaisant diverses contraintes (évitement 
stérique, orientation/distance) dans un environnement à géométrie donnée (l’espace 
conformationnel). Elle permet ainsi de pré-filtrer les différents mouvements géométriquement 
possibles qui peuvent ensuite être affinés énergétiquement par des procédures classiques de 
mécanique moléculaire.  
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Le principe de base de cet algorithme RRT est la croissance aléatoire incrémentielle de l’arbre 
qui démarre à la position qinit, explore l’espace conformationnel accessible pour trouver un 
chemin connectant qinit à une conformation but qgoal (Figure 24 et 25). A chaque itération, 
l’arbre est étendu vers une conformation échantillonnée aléatoirement qrand. Cet échantillon 
aléatoire est utilisé pour déterminer le nœud de l’arbre et la direction dans laquelle il va être 
étendu. Le nœud le plus proche qnear de qrand dans l’arbre est sélectionné et une tentative 
d’expansion de qnear dans la direction de qrand est faite. Si l’expansion est un succès, un 
nouveau nœud qnew et un chemin local possible à partir de qnear est généré. L’idée clé de la 
stratégie d’expansion est de biaiser l’exploration vers les régions de l’espace qui ne sont pas 
explorées. Ainsi, la probabilité d’un nœud d’être choisi pour l’expansion est proportionnelle à 








Figure 24 : Expansion de l’arbre de recherche en utilisant un algorithme RRT8. 
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Figure 25 : Exemple de construction d’arbre dans le site actif de BCL. 
 
L’algorithme ML-RRT (Manhattan-Like RRT) surpasse l’algorithme basique RRT en 
diminuant considérablement le temps de calcul222. De plus, il est capable de traiter 
efficacement des modèles protéiques avec toutes les chaines latérales potentiellement 
flexibles. En quelques minutes, sur un PC standard mono-processeur, l’algorithme est capable 
de calculer les chemins possible du ligand du site actif vers la surface de la protéine tout en 
prenant en compte l’entière flexibilité du ligand et des chaines latérales de la protéine qui ont 
besoin de bouger pendant le calcul de la trajectoire.  
La particularité de cet algorithme est que les mouvements des différentes parties sont 
découplés. Les degrés de liberté du substrat et de la protéine sont traités à différents niveaux. 
Le mouvement du ligand est privilégié tandis que les parties flexibles de la protéine bougent 
seulement si elles gênent la progression du ligand. Ce type d’algorithme a été introduit dans 
un logiciel prototype Biomove3D développé par le LAAS-CNRS (Toulouse)8. 
Ce logiciel Biomove3D contient également un détecteur de collision, BioCD (BioCollision 
Detector), utilisé durant l’exploration de l’espace conformationnel223. Les tests expérimentaux 
réalisés avec BioCD montrent qu’il est efficace dans le traitement de milliers de tests de 
collision par seconde sur des chaines protéique articulées avec des centaines de degrés de 
liberté. 
Ce détecteur de collisions permet l’identification de résidus gênant les mouvements 
moléculaires tels que celui du substrat dans la poche catalytique de BCL. Il fournit ainsi une 
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information précieuse pour l’identification in silico de cibles de mutagenèse, le design de 
protéines et la compréhension des relations Structure-Dynamique-Activité des protéines.  
 
o Application des algorithmes de robotique à l’étude de l’énantiosélectivité de 
BCL : 
 
L’application des algorithmes de planification de mouvement permet de construire de 
multiples trajectoires pour chaque substrat dans un temps de calcul très limité (quelques 
minutes). Dans ce modèle, les atomes du substrat et de l’enzyme sont représentés par des 
sphères reliées, le substrat est ainsi considéré comme un robot articulé se déplaçant dans un 
environnement également articulé, la protéine. Le mouvement est probabiliste et le tracé des 
trajectoires consiste à explorer les zones permises géométriquement (correspondant à un non 
recouvrement des volumes de Van der Waals). Pour chaque substrat, plusieurs trajectoires 
continues sont ainsi tracées et ensuite minimisées (Figure 26). Les courbes énergétiques sont 
comparables à celles produites par pseudo-dynamique mais sont obtenues beaucoup plus 
rapidement (quelques secondes).  
 
Figure 26 : Trajectoire de l’énantiomère R du substrat 2-bromophényl acétate d’éthyle 
(ph(Br)Et) dans le site actif de la lipase de Burkholderia cepacia 8. 
 
Ainsi, les résultats présentés dans le tableau 3 montrent une bonne corrélation entre le rapport 
des temps de calcul moyens (moyenne de 20 trajectoires) nécessaires pour déterminer les 
trajectoires obtenues pour l’énantiomère (R) et (S) (Ein-silico) et la valeur expérimentale de 
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l’énantiosélectivité (Eexp). Le temps de calcul, reflet de la difficulté à pénétrer dans le site 
actif, pourrait être relié à l’énantiosélectivité. 
 

















Trajectoires (S/R) (sec.) 1840 / 29 306 / 18 18 / 17 74/5 
Enantioselectivité in-silico 
(Ein-silico) 
63 17 1 15 
Enantiosélectivité  
expérimentale 
(Eexp=  viR/viS) 
57 (±7) 26 (±1) 1.5 (±0.1) 8 (±2) 
 
Une analyse plus détaillée de ces trajectoires (une vingtaine) permet d’identifier les différents 
acides aminés entrant en conflit stérique avec les substrats le long du trajet. La figure 27 
montre les atomes des acides aminés du site actif de l’enzyme entrant en collision avec les 
énantiomères (R)  et (S) de l’α-bromo phenyl acétate d’éthyle sur quatre parties différentes de 
la trajectoire (depuis la serine catalytique jusqu’à l’extérieur du site actif). Nous constatons 
que l’énantiomères (S) entre ainsi beaucoup plus souvent en collision avec les acides aminés 
de la poche. Ces résultats sont en accord avec les résultats de temps de calcul nécessaire pour 





Chapitre I : Étude Bibliographique 
82 
 
Figure 27 : Histogramme représentant les atomes des acides aminés de l’enzyme entrant en 
collision avec chaque énantiomère du substrat 2-bromophényl acétate d’éthyle le long du site 
actif de l’enzyme. La partie rouge des histogrammes représente les contacts avec la chaines 
principale tandis que la partie verte correspond aux contacts avec les chaines latérales8. 
 
Ces acides aminés clés identifiés au cours de l’exploration apparaissent comme des cibles 
privilégiées de mutagenèse visant à modifier l’énantiosélectivité du catalyseur mais n’avaient 
pas été évalués expérimentalement par les auteurs. 
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IV- Problématique  
 
Mes travaux de thèse se situent dans la continuité des études réalisées par Guieysse et coll.. Ils 
ont pour objectif de progresser dans l’étude des relations structure-dynamique-activité de 
BCL et la compréhension de l’énantiosélectivité. Il s’agira en particulier de poursuivre les 
investigations concernant le rôle possible de l’accès au site actif enfoui sur 
l’énantiosélectivité de BCL afin de proposer des méthodologies prédictives de modélisation 
utiles pour la construction d’enzymes plus performantes. 
Une approche pluridisciplinaire a été choisie pour l’étude. Elle repose sur la combinaison des 
techniques de modélisation moléculaire, biochimiques et de biologie moléculaire. Les 
résultats obtenus sont présentés dans quatre articles. 
 
Le premier article traite de l’analyse de l’énantiosélectivité de BCL vis à vis d’une large 
gamme d’acides 2-substitués. Il décrit les nouvelles techniques de modélisation moléculaire 
développées pour i) réaliser le docking covalent des différents énantiomères et ii) calculer 
leurs trajectoires de sortie. Appliquées à une large gamme de substrats de structures 
différentes pour lesquels l’énantiosélectivité de BCL était connue avant mon arrivée, ces 
techniques ont permis de mieux cerner les facteurs moléculaires responsables de la 
discrimination entre les énantiomères et d’identifier des cibles de mutagénèse.  
 
Le second article présente le développement d’un système d’expression de BCL adapté à 
l’expression de mutants à l’échelle microplaque et au criblage de variants. Cette étape était 
indispensable pour pouvoir évaluer l’énantiosélectivité des mutants ciblés à partir des 
simulations réalisées dans l’article 1.  
 
Le troisième article est consacré à la construction de banques de simples mutants (ciblés dans 
l’article 1) et leur criblage sur l’énantiosélectivité. Les résultats expérimentaux confrontés à 
l’analyse par modélisation moléculaire a permis de proposer la construction de double-
mutants également testés pour leur énantiosélectivité.  
 
Le quatrième article présenté en annexe, correspond à une étude par dynamique moléculaire 
de BCL afin de mettre en évidence ses changements conformationnels en fonction de 
l’environnement dans lequel elle se trouve. 
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Les travaux présentés dans ce chapitre font suite à l’étude de Guieysse et coll.1 portant sur le 
dédoublement cinétique d’acides 2-substitués par la lipase de Burkholderia cepacia et la 
compréhension des facteurs moléculaires responsables de l’énantiosélectivité de l’enzyme.  
Pour rappel, à partir de l’analyse de l’énantiosélectivité de BCL vis à vis d’esters de l’acide α 
bromo-o-tolyl acétique (molécules intervenant dans la voie de synthèse d’un composé actif 
contre les troubles respiratoires), combinée à des travaux de modélisation moléculaire, 
Guieysse et coll. ont suggéré que l’accès au site actif enfoui de BCL pouvait jouer un rôle 
dans l’énantiosélectivité (voir Etude bibliographique paragraphe III-2). La prise en compte de 
l’accessibilité des substrats dans la sélectivité de cette enzyme n’avait jamais été proposée 
auparavant. Notre premier objectif a donc été d’examiner ce phénomène sur une plus large 
gamme de racémiques.  
Pour traiter le problème et contourner les difficultés liées à la détermination expérimentale du 
rôle de l’accessibilité, nous avons opté pour une approche par modélisation moléculaire. 
Simuler le déplacement d’une molécule dans un site actif est une tâche difficile et coûteuse en 
temps de calcul, en particulier lorsqu’il s’agit de prendre en compte la flexibilité moléculaire 
de la protéine et du ligand. Dans la pratique, la plupart des logiciels de modélisation 
moléculaire ne tiennent compte que des propriétés statiques d’interaction ligand-récepteur.  
 
L’approche originale que nous avons mise en œuvre  et qui est développée dans ce chapitre 
repose sur le couplage de techniques classiques de modélisation moléculaire à de nouvelles 
techniques algorithmiques de planification de mouvements issues de la robotique (voir Etude 
bibliographique paragraphe III-3). Elle a fait l’objet d’une collaboration avec le LAAS-CNRS 
dans le cadre du projet ALMA soutenu par l’ITAV et a permis d’analyser l’accessibilité de 
plusieurs racémiques d’acides 2-substitués dans le site de BCL. Une version améliorée du 
logiciel prototype de planification de mouvement BioMove3D décrit dans la bibliographie 
(paragraphe III-3)2, 3 a été utilisée. Les différentes données obtenues in silico ont ensuite été 
analysées et comparées aux résultats expérimentaux. Les informations sur les distances 
atomiques entre l’enzyme et le substrat au cours des trajectoires ont été collectées à l’aide du 
détecteur de collisions BioCD4 pour identifier les acides aminés contraignant le déplacement 
des énantiomères (R) et (S) à l’intérieur du site actif de BCL. L’analyse effectuée donne un 
nouvel aperçu sur le lien existant entre la structure des énantiomères et la dynamique des 
mouvements de l’enzyme et du substrat lors de l’étape d’accessibilité. Le rôle de ces 
interactions se produisant avant l’étape catalytique sur la sélectivité de l’enzyme ainsi que le 
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potentiel de cette nouvelle approche de modélisation, sont discutés. Cette étude est présentée 
dans l’article suivant publié dans la revue ChemBioChem : D. Guieysse, J. Cortés, S. Puech-
Guenot, S. Barbe, V. Lafaquière, P. Monsan, T. Siméon, I. André, and M. Remaud-Siméon A 
structure-controlled investigation of lipase enantioselectivity by a path-planning approach, 
ChemBioChem, 9, (2008) 1308-1317. 
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A novel approach based on efficient path-planning algorithms was applied to investigate the 
influence of substrate access on Burkholderia cepacia lipase enantioselectivity. The system 
studied was the transesterification of 2-substituted racemic acid derivatives catalysed by B. 
cepacia lipase. In silico data provided by this approach showed a fair qualitative agreement 
with experimental results, and hence the potential of this computational method for fast 
screening of racemates. In addition, a collision detector algorithm used during the pathway 
searches enabled the rapid identification of amino acid residues hindering the displacement of 
substrates along the deep, narrow active-site pocket of B. cepacia lipase and thus provided 









With the increasing demand for enantiopure compounds, the transformation of a racemate into 
a single stereoisomer has become a key step in the development of fine chemicals for the 
agrochemical or pharmaceutical industries.5, 6 Among the existing enantioselective processes, 
biocatalysis based on the enzymatic kinetic resolution of racemates indisputably stands out.7-
13 It has been proven to be efficient and it is more and more appreciated. Enzyme 
enantioselectivity can be modulated by the reaction conditions, such as the temperature or the 
solvent employed. However, much research shows that enantioselectivity is mainly governed 
by the existence of appropriate fitting between the enzyme and each enantiomer, this being 
responsible for the preferred kinetic transformation of one of them.14 With the advent of 
genome sequencing and structural biology, more and more enzymes are available to catalyse 
the kinetic resolution of a given racemate. In this context, the development of efficient 
computational methods that will enable fast evaluation of enantioselectivity is of prime 
interest for the development of the optimal biocatalyst or to suggest possible chemical 
transformation of a given substrate. To contribute to the development of such methods, we 
have focused our work on the understanding of lipase enantioselectivity towards 2-substituted 
racemic acids such as (R,S)-bromophenylacetic acid ethyl ester.1, 15, 16 These compounds are 
important chemical building blocks,15 and their resolution was carried out through 
transesterification reactions catalysed by lipases in organic media. Transesterification is the 
result of a two-step mechanism with an acylation leading to the formation of an acyl-enzyme 
intermediate, which is then followed by a deacylation step. In 2-substituted racemic acids, the 
chiral centre is located on the acyl part of the substrate. Consequently, enantioselectivity can 
occur during the steps leading to the formation of the first tetrahedral intermediate and/or 
during the deacylation step involving the nucleophilic attack of an alcohol.17 Among the 
lipases tested, Burkholderia cepacia lipase, classified as belonging to the GXSXG type, was 
the most enantioselective.16 Several alcohols have been used in the deacylation step.1 Their 
structures had little influence on enantioselectivity, therefore indicating that the 
enantiopreference occurs mostly during the step leading to the formation of the first acyl-
enzyme. In addition, variation in water activity or solvents did not affect the enzyme 
enantioselectivity much.18 To achieve better understanding of the enantiopreference at a 
molecular level, the reaction tetrahedral intermediates formed with each enantiomer were 
modelled by classical molecular mechanics1, 19, 20. However, the conformations obtained both 
Chapitre II : Étude de l’influence de la structure du site actif de BCL sur l’énantiosélectivité par une approche robotique 
105 
with the more rapidly reacting enantiomers and with their more slowly reacting counterparts 
had equivalent energies, and most of them fulfilled required hydrogen-bonding interactions 
required for catalysis. It was thus not possible to differentiate the diastereomeric complexes in 
their tetrahedral intermediate forms or to explain enantiopreference reasonably on the basis of 
their energetics and structural analysis.1 Given the architecture of the B. cepacia lipase active 
site, which is located at the bottom of a narrow pocket 17 Ǻ in length, it was suggested that 
enzyme ligand affinity—and, by the accessibility of the substrate to the catalytic site and the 
difficulty encountered by the substrate in adopting a productive conformation at the reaction 
site. Preliminary pseudo-molecular dynamics studies under constraints 1 indicated structure-
based discrimination possibly mediated by hydrophobic amino acids with pivoting side chains 
might be encountered prior to catalysis during the access. This molecular-mechanics-based 
study suggested that the more rapidly reacting enantiomer encountered less hindrance than the 
more slowly reacting one in accessing the catalytic site. However, modelling of substrate 
pathways toward reaction sites remains a difficult and time-consuming task, in particular 
when molecular flexibility is taken into account. Most classical molecular modelling 
techniques consider only static properties of binding, such as the final bound ligand–receptor 
complex, due to the high computational costs involved in simulating ligand access from the 
protein surface into a narrow, deep active site. These methods can thus often describe a local 
and stationary state reasonably well, but are unable to predict larger molecular behaviour 
when dynamical aspects are fundamentally involved. The technical bottleneck is often the 
huge number of degrees of freedom that have to be managed in order to provide a dynamic 
overview of the whole phenomenon. Therefore, new original methodologies such as the 
robotics-based approach used in this work allow a more global mechanistic vision, notably by 
filtering the main degrees of freedom in molecular systems, and rely on new and highly 
efficient conformational search algorithms originating from recent robotics research. Such 
approaches have been successfully applied for studying various molecular motion problems 
such as ligand docking 21 and accessibility pathways 2 in flexible receptors, folding pathways 
in proteins 22 and DNA 23 or conformational changes due to protein loop motions 24 and 
protein domain motions.25 The key advantage of the mechanistic approach 2 that we use for 
computing enantiomer trajectories into the enzyme active site pocket is that it combines the 
efficacy of a geometric treatment of the main molecular constraints (for example, steric clash 
avoidance and structural constraints acting on the molecular chain model) with the 
performance of sampling-based path-planning algorithms,3, 26 enabling fast conformational 
searching. Such a combination makes the approach well adapted for handling molecular 
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flexibility and large motions in a computationally efficient way. In a continuation of our 
efforts 1, 2 the work reported here aims at further exploitation of the potential of these path-
planning algorithms to tackle the influence of substrate access on B. cepacia lipase 
enantioselectivity. A set of 2-substituted racemic acids was examined with an improved 
version of the software prototype BioMove3D2, 3. The large set of in silico data provided by 
BioMove3D was then analysed and compared with experimental results. Atom distance 
information collected during the path searches by the collision detector BioCD4 was also used 
for fast identification of amino acid residues hindering the displacement of (R,S) enantiomers 
along the narrow and deep active site pocket. Our results provide new insights into the 
interdependency between enantiomer structures and the dynamic nature of the combined 
motion of both the enzyme and the substrate during the accessibility step. The role of this 
synergistic interaction occurring prior to catalysis in the enzyme selectivity is discussed. The 
potential of our novel modelling approach for use as a pre-filtering stage to select a catalyst or 
to accelerate the engineering of a given catalyst for a given racemate resolution is examined. 
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III- Results and Discussion 
 
III-1- Enantioselectivity of B. cepacia lipase towards a set of (R,S)-2-
substituted acids 
 
A set of enantiomer pairs derived from (R,S)-2-bromophenyl acetic acid ethyl ester was first 
synthesized. They were all subjected to a transesterification reaction in octane using octanol 




Figure 28: Transesterification reaction of 2-substituted acetic acid derivatives catalyzed by B. 
cepacia lipase. 
 
A preference for the R-compound was always observed, with enantioselectivity values 
ranging from 1.5 to 57 depending on the substrate (Table 4). For substrates 1-4, which differ 
only by the position of the methyl group on the aromatic ring, experimentally determined E-
values showed that the enzyme is enantioselective toward the unsubstitued and the  meta- and 
para-substituted substrates (1, 3, 4) with E-values of 57, 59 and 50, respectively but does not 
discriminate the ortho-substituted substrate (2) for which the conversion rate is notably 
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The experimental results also indicate that the lipase enantioselectivity progressively 
decreases with the size of the halogen at the chiral center. Indeed, the enantioselectivity drops 
from an E-value of 57 obtained with bromine (1), to 26 and 1.5 with chlorine (5) and fluorine 
(6), respectively. To evaluate the contribution of the halogen electronic effect on B. cepacia 
lipase enantioselectivity the bromine atom (rvdW=1.90Å) in 1 was substituted by a neutral 
methyl group (7; rvdW =2.0Å). Although the reaction rate decreases for substrate 7, the lipase 
remained selective with an E-value of 35, suggesting that lipase enantioselectivity is 
controlled by steric hindrance of the X-substituent. 
In an attempt to evaluate the role of the substrate access and positioning into the active site on 
B. cepacia lipase enantioselectivity, a computational approach was applied to simulate and 
compare the enantiomer pathways.  
 
III-2- Computation of substrate access/exit pathways 
 
With the goal of analyzing the relationship between the structural suitability of the active site 
access channel and the substrate topology and lipase enantioselectivity, pathway computation 
was performed using all-atom, hard sphere models of the molecules. Both the lipase and the 
substrate are modelled as polyarticulated mechanisms, the motions of which are restricted by 
Table 4 : Enantioselectivity of free B. cepacia lipase towards α-X-phenyl alkyl acetate: 
influence of X and R substituents. 
 Substrate E-value (viR/viS)[b] 
% 
conversion 
Compound number X R   
1[a] Br H 57 (±7) 47 (84 h) 
2[a] Br ortho-CH3 4.3 (±0.5) 15 (120h) 
3[a] Br meta-CH3 59 (±2) 46 (120h) 
4[a] Br para-CH3 50 (±3) 41 (120h) 
5 Cl H 26 (±1) 48 (72 h) 
6 F H 1.5 (±0.1) 54 (49 h) 
7 CH3 H 35 (±3) 29 (175 h) 
[a] 16, [b] 1, viR, viS: initial rates 
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geometric constraints such as steric clash avoidance between spherical atoms with van der 
Waals radii. Groups of rigidly bonded atoms form the bodies, and the articulations between 
bodies correspond to bond torsions. In the study, the substrate and the lipase side-chains are 
considered flexible, while the protein backbone is kept rigid. The key interest of such 
mechanistic molecular models is to enable a very fast pathway computation from a 
conformational search based on geometric constraint satisfaction, thus avoiding costly energy 
calculations and long computation time spared for exploring the local minima of the energy 
landscape.  
For a given a substrate-enzyme pair, a path-planning technique is used to compute the 
substrate pathway for going from a “productive” conformation in the active site to the protein 
surface. We can assume that the geometric difficulty encountered during the exit is similar to 
that during the entry. The path-planning technique is a variant of the Rapidly-exploring 
Random Trees (RRT) algorithm3, 27 specially designed for solving molecular disassembly 
problems. RRT is a randomized path search algorithm that incrementally constructs a tree 
structure by expanding branches towards unexplored regions of the search-space, while 
satisfying motion constraints (for example, collision avoidance). Such behaviour makes it 
tend to explore the space reachable from a given initial conformation very rapidly (Figure 29). 
 
 
Figure 29 : Three-dimensional projection of an RRT search tree on the position parameters of 
the substrate’s centre of mass. The small red frames are the nodes, corresponding to feasible 
ensemble protein-substrate conformations. The edges (black lines) correspond to possible 
transitions. The tree projection tends to cover the volume accessible to the substrate from the 
“docking” position. It is computed considering the flexibility of the substrate and the protein 
side-chains. 
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Importantly, the computing time spent by the RRT algorithm in finding a solution pathway is 
representative of the geometric difficulty of the problem. When the topologies of the substrate 
and the active site access cavity are well suited, the RRT algorithm will compute the solution 
pathway with a small number of iterations. However, it will need more time to find a pathway 
for a substrate of a structure that makes the access/exit be more constrained. 
A first stage, before computing access/exit pathways, is to determine the substrate 
conformation in the enzyme active site prior to reaction, which is the starting point for the 
RRT algorithm. The tetrahedral intermediates mimicking the reaction transition state were 
constructed for each enantiomer by a previously described molecular mechanics-based 
procedure.1 An example of the models obtained for the R- and S-enantiomers of substrate 3 is 
shown in Figure 30. This conformational search allowed us to select conformations of the 
tetrahedral intermediates satisfying the conditions required for catalysis: 1) hydrogen bonding 
pattern needed to assist the catalytic reaction and 2) an acceptable lipase/substrate complex 
energy. The group found at the stereocenter (Br, Cl, F, CH3) of both enantiomers clearly 
adopted two different orientations, pointing either towards Leu167 or Val267 for the R- and S-
enantiomer, respectively. Then, the covalent bond between the catalytic serine (Ser87) and the 
substrate was then broken to create two separate molecular entities.  
 
 
Figure 30 : Tetrahedral intermediates of substrate 3: the bromine atom is oriented towards 
Leu-167 in the case of the R-enantiomer (left), and towards Val-267 in that of the S-
enantiomer (right). Val266 and Leu17, coloured in yellow, define a bottleneck in the active 
site. 
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The robotic-based conformational search planner integrated in Biomove3D software was then 
used to sample the space of all possible paths that substrates 1-7 can take to go from the 
bottom (catalytic site) of B. cepacia lipase to the protein surface (Figure 31).  
 
Figure 31 : Representation of the exit trajectories computed for ethyl (R)- and (S)-bromo-m-
tolyl-acetate (50 computed trajectories are represented for each enantiomer). One enantiomer 
is shown in catalytic position (orange) for reference purposes. In this illustration, trajectories 
display the displacement of the enantiomer centre of mass along the computed path. The 
distribution obtained for the R enantiomer (blue) appears to be clearly larger and less 
constrained, in particular at the bottleneck formed by V266 and L17, than in the case of the S 
enantiomer (white). B. cepacia lipase is shown as a Connolly channel surface mapped with 
the lipophilic potential calculated by the MOLCAD module implemented in Sybyl7.3.28  
 
III-3- Substrate pathway analysis  
 
Because of the stochastic nature of the RRT algorithm, both the solution pathway and the 
computing time differ slightly from one run to another, so the algorithm has to be run several 
times in order to compute a more accurate estimate of the substrate access/exit difficulty. To 
shorten the time required for the tests, the algorithm reports a “failure” if a pathway reaching 
the protein surface is not found after a time limit.  
Tables 5 and 6 report the average CPU times and the number of failures for each pair of 
enantiomers listed in Table 4 obtained after five series of 100 calculation runs. Both 
parameters to some extent reflect the difficulty of the problem to be solved. Significant 
variations of the average CPU times are observed for the different racemates. The acyl part of 
the substrate has a clear influence on the geometric exploration and, by extension, on the 
trajectory search. Nonetheless, the average CPU time required to compute S trajectories (3.0–
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104.9 s) remains consistently larger than the CPU time necessary to compute R trajectories 
(1.0–3.0 s). For example, Figure 32 illustrates the conformational changes occurring along the 
pathway for the R and S enantiomers of m-tolyl derivatives (3). Both the substrate and the 
protein side chains have to adopt different conformations to go through the bottleneck formed 
by Val266 and Leu17. Indeed, the cavity narrowing at this position severely hinders the 
access of the S enantiomer, while the access of the R enantiomer is barely obstructed. This is 
also clearly illustrated in Figure 31, where the distribution of the computed trajectories for the 
S enantiomer is significantly narrower at the bottleneck. 
 
 
Figure 32 : Conformational changes occurring along the path for A) R- and B) S-bromo-
meta-tolyl ethyl acetate (3). Left: view of the active site. B. cepacia lipase is shown as a 
Connoly channel surface mapped with the lipophilic potential calculated by the MOLCAD 
module implemented in Sybyl7.3.28 The enzyme active site surface is colour-coded (brown 
indicates more lipophilic regions whereas blue codes for more polar ones). Right: side view of 
the conformational snapshots taken along the trajectory. For clarity purpose, only 
conformational changes observed for the substrate are shown. 
 
The difficulty experienced by the path planner in computing the displacement of S 
enantiomers is clearly more pronounced for substrates 1, 3 and 4, as illustrated by the number 
of computing failures encountered in finding a solution (Table 5). In parallel, experimental 
results indicate a preference for the R enantiomer. Consequently, we can suggest that a short 
CPU time with very few failures reflects a more accessible path, which also correlates with 
the experimentally observed enantiopreference. In contrast, a longer CPU time and/or a large 
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number of failures due to more difficult access for the substrate can be correlated to lower 
reactivity. On this basis, CPU time descriptor (and failures) thus appears to be a good 
qualitative indicator of enzyme enantioselectivity. 
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[a] 16, [b] 1, viR, viS: initial rates  
 
The CPU(S)/CPU(R) ratios for all enantiomer pairs listed in Table 4 were also determined and 
compared with experimentally determined E values. For substrates 2–4, the ratios of the 
computing times follow the same trend as observed for experimentally determined E values 
(Table 5). These substrates differ only in the presence or the position of the methyl group on 
the aromatic ring. Notably, the motion planner never failed to compute the trajectories of the 
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times. The presence of the methyl group at the ortho-position (2) slows down the computation 
of R enantiomer pathways (larger CPU time), but considerably speeds up the CPU time 
needed to search S enantiomer pathways, thus reducing the CPU(S)/CPU(R) ratio. 
A relationship between CPU(S)/CPU(R) ratios and experimentally determined E values is also 
observed for the series of substrates differing in the X group at their stereocentres (Table 6). 
Analysis of the trajectories also showed that the substrate with the largest group at the 
stereocentre, such as a bromine atom (1) or a methyl group (7), are more retained by the 
bottleneck, and so it takes more time for the motion planner to find a solution for the S 
enantiomer. However, the CPU times ratio cannot be directly taken as quantitative estimates 
of E values since they include some bias relating to the computational efficiency of the path-
planning technique. In a prior report,2 in which a less evolved version of Biomove3D was 
used, different CPU ratio values were obtained for compounds 1, 5 and 6 but the same 
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[a] 16, [b] 1, viR, viS: initial rates  
 
Overall, our results indicate that the time necessary to find a trajectory solution is a good 
indicator for predicting enzyme enantiopreference. Classification of enzyme enantioselectivity 
towards racemates differing only in the size of one substituting group is also possible, and in 
silico predictions based on CPU time ratio calculations correlate reasonably well with the 
enantioselectivity. If the overall catalytic sequence is considered to be describable as 
E+S'ESP and the equation of enantioselectivity is defined as E= (kcatR/KMR )/(kcatS/KMS), 
by inclusion of the rate constants E can be rearranged as E= [k+1R.k+2R(k-1S+k+2S)]/[k+1Sk+2S(k-
1
R+k+2R)]. For each substrate, enantioselectivity is thus dependant on the various rate 
constants. On this basis, our modelling approach would be appropriate to predict 
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rearranged as E= k+1R/k+1S, if it is assumed that the CPU time found for each trajectory is 
proportional to k+1. These assumptions give us the boundaries of our model. Indeed, they 
imply that the access and binding would be slower than the chemical step, and thus be rate 
limiting. This may be valid only in some cases, in particular for enzymes featuring highly 
constrained active sites and reacting with bulky substrates. In addition, the enzyme 
enantioselectivity is the result of a subtle balance between thermodynamic and kinetic control 
contributions. Quantitative predictions have not yet been achieved, and the introduction of 
some energetic calculations during the trajectory search is now being considered, in particular 
to take electrostatic attraction or repulsion into account in order to improve our approach 
further. 
 
III-4- Collision mapping: a tool for enzyme engineering 
 
BioCD,4 the algorithm for collision detection and distance computation integrated in 
Biomove3D, was used for fast identification of amino acid residues hindering the 
displacement of (R,S) enantiomers along the active site pocket of B. cepacia lipase. The 
distances between substrate and protein atoms were measured along each solution pathway, 
and “contactpairs” were reported when these distances were below 85% of the van der Waals 
equilibrium distances. The relative frequency of contacts between the enzyme amino acid 
residues and (R,S) racemates along the computed pathways is shown in the form of a collision 
histogram (Figure 33). A contact with a frequency of 100% for a given residue means that 
atoms of the substrate and of this residue are, at one moment, very close in all the computed 
pathways. Ten amino acid residues display a higher frequency of contact with the (R,S) 
enantiomers. These amino acids can be classified into three groups (Figure 34): 1) amino 
acids of the active site (such as the catalytic His286) and residues forming the bottleneck 
(Leu17 and Val266), 2) the amino acids right after the bottleneck, located in the intermediate 
region of the funnel, 5–8 Ǻ from the bottom of the pocket (Thr18, Tyr29 and Leu287), and 3) 
the amino acids of the catalytic pocket located closer to the protein surface (Tyr23, Phe146, 
Phe119 and Leu293). All these amino acids are in proximity, which implies that the motion of 
one residue involves a gear-like motion of others. Contacts are mainly detected (with the 
exception of Leu17) with amino acid side chains attached to backbone atoms that contribute 
greatly to the topology of the pocket. Of the residues listed in Figure 33, some appear in a 
marginal way, such as Leu27, Thr291, Ala247, Val123, Phe142, Leu248, Thr251 and Phe146. 
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These lower collision frequencies again reflect here the location of these residues in the 
pocket, closer to the entrance of the pocket. 
 
Figure 33 : Histogram representing the relative frequency of contacts between the enzyme 
amino acid residues and (R,S)-racemates along the computed paths (computed over 50 runs). 
Contacts over 50% are coloured in magenta, between 30-50% in purple, and between 15-30% 
in cyan. (Bb = Backbone, Sc=Side chain of amino acid residues). 
 
Figure 34 : Representation of the main amino acid residues identified by the collision 
detector. A) Front view of the B. cepacia lipase active site pocket. B) Cross section view of 
the active site, showing a funnel shape, with Val266 and Leu17 forming a bottleneck. The 
catalytic triad (Ser87, His286, Asp264) and the oxyanion hole (Gln88, Leu17) are located at 
the bottom of the pocket. The four amino acid residues presenting the highest frequency of 
contacts (≥ 50% contacts) with substrates are coloured in magenta (Leu17, Thr18, Val266 and 
His286). For reference, the catalytic Ser87 is coloured in yellow. 
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Analysis of the histogram of Figure 33 indicates that overall, the more slowly reacting S 
enantiomers are in contact with residues of the active site pocket more often than the R 
enantiomers. For each racemate, the frequency of contacts observed is in good agreement with 
the average computing times needed by the motion planner, as well as with the experimentally 
observed enantiopreference determined for B. cepacia lipase. These remarks support the in 
silico predictions of the relative difficulty of accessibility encountered by the S enantiomers 
relative to their R counterparts quite well and highlight the differences that exist between an 
active site exposed to a solvent and a buried one surrounded by amino acid walls. The number 
of contacts is also believed to be related to the difficulty of positioning of a given substrate in 
a productive conformation at the catalytic site. A more detailed structural analysis reveals that 
the accessibility of the active site pocket and the positioning of the substrate in it is basically 
governed mainly by four amino acids (His286, Val266, Thr18 and Leu17). Indeed, the R and 
S enantiomers have to go through the bottleneck (Val266, Leu17, and neighbouring Thr18) in 
order to gain access to the core of the catalytic pocket to form the tetrahedral intermediate. 
Interestingly, four of the amino acid residues identified by the collision detector (Leu17, 
Phe119, Leu167 and Leu266 (equivalent to Val266 in our B. cepacia lipase) have been 
selected for mutation in previous investigations into B. cepacia enantioselectivity 
engineering.29, 30 Combinations of amino acid substitutions at these four positions were found 
to be very effective for changing the enantiopreference from the S form substrate to the R 
form in the case of ethyl 3-phenylbutyrate derivatives. These mutations would be expected to 
produce drastic geometric changes in the active site space, although the effects of single 
mutations at these four positions were not investigated. The accordance of these results 
demonstrates the interest of the development of tools, such as Biomove3D,26 to guide enzyme 
engineering. More and more, computational and experimental studies have revealed the 
importance of enzyme dynamics for catalysis 31-34 and, for example, the connection between 
enzyme active site motion and substrate turnover 35-37 or the effect of mutations distal to the 
active site.38-40 With regard to lipase enantioselectivity, theoretical analyses are generally 
based on descriptions of the reactions by transition state theory. Thermodynamic 
investigations have shown that differences between enantiomers in activation free energy are 
due to variations of both the enthalpic and the entropic terms,41-43 but in most reports the role 
of motions in the reaction environment has been neglected. This is due to the difficulty 
involved in experimentally demonstrating the gate-keeping and rate-controlling role of the 
molecular transport and motion from the enzyme surface to the reactive centre, which requires 
data over a wide range of timescales and the use of sophisticated experimental methods. In the 
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case of the kinetic resolution catalysed by lipases with deep and narrow active sites, 
modelling of the substrate pathways while accounting for molecular flexibility is also a 
difficult task for currently available techniques. Molecular dynamics simulation could be 
applied to model substrate pathways but will provide results only in the nanosecond time 
range. Monte-Carlo algorithms enable the computation of large motions but failed to provide 
a continuous chronological description of the motion. The pseudo-molecular dynamics under 
constraint that we had previously proposed needed manual corrections to orientate protein 
side chains correctly and avoid steric conflicts; it was also biased by a tendency of falling in 
local minima of the energy landscapes and was much too long for routine use. The new 
approach proposed in this article, based on efficient path-planning algorithms and fast 
geometric operators specially designed for complex articulated chains, is well adapted to and 
very efficient for exploring high-dimensional conformational spaces. In addition, our 
simulations indicate a qualitative correlation between the ratio of the average times needed to 
compute the enantiomer pathways and the enantioselectivity value, thus revealing their 
potential for fast screening of racemates. In addition, analysis of the computed pathways also 
enables rapid identification of the amino acid(s) constraining access and movement of the 
enantiomers through the narrow and deep active site pocket. With regard to B. cepacia lipase, 
these results may help to drive directed mutagenesis experiments to enhance lipase 
enantioselectivity further. At a more general level, this fast technique could be used as a pre-
screening procedure to provide highly valuable information on mutation sites relatively 
remote from the enzyme reaction site that cannot be easily explored by classical molecular 
modelling techniques. Indeed, replacement of such a residue might not only alter the 
accessibility pathway of a substrate by making it more or less constrained, but could also 
induce conformational changes in the substrate along the path, which could differ depending 
on the enantiomer and thus exhibit modified enantioselectivity. This strategy was applied to 
B. cepacia lipase to identify amino acid positions important for enantioselectivity and to 
define the best combination of mutations to introduce into the catalyst in order to enhance its 
enantioselectivity with respect to a given racemate of interest. Construction and screening of 
mutant libraries targeted at these positions are currently being completed in our laboratory. 
Results will be reported in a future communication. 
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IV- Experimental Section 
 
All reagents were of commercial quality and were purchased from Sigma/Aldrich. n-octane 
was dried over molecular sieve (3Å) before use. Free lipase from Burkholderia cepacia 
(Chirazyme L-1, lyo) was purchased from Roche Diagnostics (Germany). 
 
 
IV-1- General procedure for the preparation of 2-substituted acid and 
their derivatives esters  
 
The Synthesis of compounds 1-4 has been described in a prior report.16 
(±)-2-chloro phenyl ethyl acetate, 5: The 2-chloro-phenyl chloride (43.6 mmol), ethanol 
(100 mL) and p-toluenesulphonic acid (0.2 g) were stirred under reflux (4–5 h). Ethanol was 
evaporated at 35°C (waterpump vacuum). The residual oil was dissolved in dichloromethane 
(25 mL) and washed with a saturated sodium bicarbonate solution (3×10 mL) and finally with 
distilled water (10 mL). The dichloromethane solution was dried over magnesium sulphate, 
filtered and then evaporated to dryness at 35°C (water pump vacuum). 
(±)-2-fluoro phenyl ethyl acetate, 6: The mandelic acid (commercial) was first transformed 
in ethyl mandelate according the same procedure described above for the compound 5. A 
solution of (11.1 mmol) of ethyl mandelate in 2 mL of dichloromethane was slowly added to a 
solution of DAST [(Diethylamino)sulfur trifluoride), 11.1 mmol] in 5 mL of dichloromethane 
cooled to -78°C. The reaction mixture was warmed to room temperature and mixed with cold 
water. The lower layer was separated, washed with water, dried with MgSO4, evaporated to 
dryness at 35°C (water pump vacuum). The yellow oil obtained was purified on silica gel 
using n-hexane:ethyl acetate (95:5, v/v) as eluent to obtain a colorless liquid. 
(±)-2-phenyl ethyl propionate, 7: Compound 7 was synthesized according to the same 
procedure described above for compound 5 starting from (±)-2-phenyl propionic acid. 
Spectroscopic data: Infrared spectra were recorded on a Perkin Elmer, 1310 infrared 
spectrophotometer. 1H and 13C NMR spectra were recorded on a Bruker AC-200.1 (1H 200.1 
MHz and 13C 50.3 MHz) spectrometer. 
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(±)-2-chloro phenyl ethyl acetate, 5: Yield: 73 %. IR (neat): ν=1750 and 1730 cm-1 (C=O), 
1600 and 1475 (C=C), 1280-1140 (C-O). 1H NMR (200 MHz, CDCl3, 25 °C): δ=1.21-1.28 
ppm (t, 3J(H,H)=7.1 Hz, 3H; CH3), 4.15-4.28 (qd, 3J(H,H)=2.7 and 7.1 Hz, 2H; CH2), 5.35 (s, 
1H, CH), 7.35-7.53 (m, 5H, ArH). 13C NMR (50 MHz, CDCl3, 25 °C), δ=14.01 ppm (CH3), 
59.19 (CH), 62.55 (CH2), 127.99(x2), 128.90(x2), 129.30, 135.93, 168.41, (COO). Elemental 
anal. calcd. for C10H11O2Cl: C, 60.59 ; H, 5.60 %. Found: C, 60.41 ; H, 5.75 %. 
(±)-2-fluoro phenyl ethyl acetate, 6: Yield: 61 %. IR (neat): ν=1750 and 1730 cm-1 (C=O), 
1600 and 1475 (C=C), 1280-1140 (C-O). 1H NMR (200 MHz, CD3COCD3, 25 °C), δ=1.16-
1.23 ppm (t, 3J(H,H)=7.1 Hz, 3H; CH3), 4.14-4.27 (qd, 3J(H,H)=3.4 and 7Hz, 2H; CH2), 5.84 
and 6.08 (d, 2J(HF)=47.5Hz, 1H; CHF), 7.42-7.52 (m, 5H; ArH). 13C NMR (50 MHz, 
CD3COCD3, 25 °C), δ=14.32 ppm (CH3), 62.12 (CH2), 88.25 and 91.85 (d, CHF), 127.77, 
127.88, 129.64(x2), 130.43, 135.64 and 136.04, 168.77 and 169.33 (d, COO). Elemental anal. 
calcd. for C10H11O2F: for C, 65.91 ; H, 6.09 %. Found: C, 65.58 ; H, 7.73 %. 
(±)-2-phenyl ethyle propionate, 7: Yield: 80 %. IR (neat): ν=1750 and 1730 cm-1 (C=O), 
1600 and 1475 (C=C), 1280-1140 (C-O). 1H NMR (200 MHz, CDCl3, 25 °C): δ=1.11-1.18 
ppm (t, 3J(H,H)=7.1Hz, 3H; CH3), 1.41-1.45 (d, 3J(H,H)=7.1Hz, 3H; CH3), 3.69-3.79 (q, 
3J(H,H)=7.1Hz, 1H; CH), 4.01-4.13 (qd, 3J(H,H)=2.4 and 7.1 Hz, 2H; CH2), 7.23-7.33 (m, 
5H; ArH). 13C NMR (50 MHz, CDCl3, 25 °C), δ=14.43 ppm (CH3), 19.17 (CH), 46.03 (CH), 
61.00 (CH2), 127.77, 128.24(x2), 129.38(x2), 142.06, 174.62 (COO). Elemental anal. calcd. 
for C11H14O2: C, 74.12 ; H, 7.92 %. Found: C, 73.71 ; H, 7.75 %. 
 
 
IV-2- Enzyme-catalyzed transesterification reactions  
 
A typical transesterification was carried out in n-octane (5 ml) containing the ester (0.25 
mmol, 50 mM), 1-octanol (0.75 mmol, 150 mM) and lipase (5 mg/ml). The water activity is 
of 0.04 and the temperature was maintained at 30°C. The mixture was shaken at 500 rpm for 
the time indicated in Table 4. The progress of the reaction was followed by sampling the 
reaction at regular intervals. 
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IV-3- HPLC analysis  
 
The Chiral HPLC device was equipped with a chiral column: Chiralpack AD, AS or OJ (25 
cm×4.6 mm) (Daicel Chemical Industries Ltd, Japan) connected to a UV detector (at 254 nm). 
The conditions were: n-hexane/ isopropanol, 90:10, v/v for 1, and 5–9 with column OJ; n-
hexane/ isopropanol, 99.8:0.2, v/v for 2–4 with column AD. Each sample of 
transesterification reaction was diluted 08–10 times in the mobile phase, filtered before 
injection (20 µl) and analyzed at a flow rate of 1.0 ml/min at rt. The retention times (tR/min) 
were as follows: 1: 15.40 (S), 17.80 (R); 2: 7.01 (S), 7.44 (R); 3: 7.14 (S), 7.50 (R); 4: 8.68 (S), 
9.42 (R); 5: 13.30 (S), 14.30 (R); 6: 9.10 (S), 10.60 (R); 7: 6.0 (S), 9.10 (R). 
 
IV-4- Determination of enantiomeric excess (e.e.), conversion rate and 
enantioselectivity (E-value) 
 
The conversion rate was calculated from HPLC results by C=1−[(R+S)t / (R+S)t=0]×100. The 
enantioselectivity value was the ratio of the initial rate of R enantiomer production (viR) 
versus the rate of S enantiomer production (viS): E-value= (viR/viS). The initial rates were 
determined, before 10% of substrate conversion, by linear regression over at least five points. 
 
V- Computational methods 
 
V-1- Construction of starting geometries  
 
Starting models used to map the enantiomer trajectories into B. cepacia active site were 
generated following the procedure described in an earlier report. First, a systematic 
conformational search around two dihedral angles, Φx (C1-C2-C7-C8) and ΦY (C2-C7-C8-
O9), was performed on a model of the substrate covalently bound to a catalytic serine (Ser87). 
Geometry of low-energy conformers was then fully relaxed. Subsequently, the minima 
solutions obtained in vacuum were placed within the enzyme active site environment. To do 
so, we used the X-ray structure of B. cepacia in complex with a diethylphosphate inhibitor, 
kindly provided by M. Cygler and J. Schrag (NRC Biotechnology Research Center, 
Montreal). For consistency purpose with our earlier paper, we used the same truncated form 
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of the enzyme in this work.1 After an additional energy optimization of the covalent 
intermediate complex models, only solutions satisfying the hydrogen bonding pattern required 
for catalysis and having an acceptable energy were kept. 
 
V-2- Calculation of enantiomer trajectories  
 
To allow the displacement of the substrates along the active site path, the covalent bond 
between the catalytic serine and the carbon of the substrate carbonyl function was broken to 
create two separate molecular entities. These structures where the given substrate is in a 
catalytic position but not bound to the enzyme were subsequently minimized in order to 
correct the hybridization from sp3 to sp2 of the carbonyl function and generate the molecular 
models used to start the search for trajectories. Starting from the docked position, enantiomer 
trajectories were computed using Biomove3D integrated path planner,26 going from the 
bottom towards the entrance of the active site. During the search, the ligand was considered 
flexible as well as the side chains of 17 amino acid residues bordering the access channel to 
the active. In total, 68 degrees of freedom of the entire enzyme-substrate complex were taken 
into account (11 for the ligand and 57 for the protein side-chains). Atoms were modelled at 
80% of their vdW radii.  
To ensure that the geometric space of the active site was fully explored during the trajectory 
search, a first test series of an increasing number of trajectories (25, 50, 100, 500, and 1000) 
was calculated for a given pair of enantiomers. The CPU-time was then averaged over the 
total number of tests performed. Comparison of the average time needed for computing 
trajectories indicated very similar results whenever series of 50, 100, 500 or 1000 random 
tests were performed. On this basis, to choice was made to run five series of 100 random tests 
to compute the trajectories for each pair of enantiomers listed in Table 4. The standard 
deviation was thus calculated on these five series of 100 tests to improve the estimate of the 
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V-3- Equipment  
 
Calculations, molecular constructions and graphic displays were performed on an Intel 
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VII- Conclusion  
 
 
L’objectif de cette étude était d’analyser le rôle de l’accessibilité des substrats dans le site 
actif de B. cepacia sur l’énantiosélectivité de l’enzyme. Pour aborder cette question, nous 
avons décidé de simuler par modélisation moléculaire les trajectoires de différents esters 
racémiques  dérivés du (R,S)-2-bromophényl acetate.  
 
Dans ce chapitre, nous avons développé de nouvelles méthodes d’analyse de 
l’énantiosélectivité. Pour cela, la première étape a été la modélisation de l’intermédiaire 
tétraédrique dans le site actif de BCL avec le logiciel Insight 1. Puis, la liaison entre le substrat 
et l’enzyme est rompue et le calcul des trajectoires de sortie du substrat est ensuite initié à 
l’aide du logiciel Biomove3D. Pour être en accord avec les précédents travaux de Guieysse et 
coll 1, la forme tronquée de la protéine a été utilisée. Ce logiciel permet de prendre en compte 
68 degrés de liberté (11 pour le substrat et 57 pour 17 chaines latérales de la protéine). Les 
temps de calcul étant extrêmement courts (de l’ordre de la minute), un échantillonnage des 
trajectoires est ainsi possible. Cette amélioration est très importante au regard de la méthode 
de pseudo-dynamique moléculaire développée par Guieysse et coll.1 pour laquelle le calcul de 
la trajectoire nécessite plusieurs jours de calcul. Le logiciel Biomove3D est la première 
méthode in silico développée permettant d’étudier l’accès du substrat au site actif pour des 
lipases.  
 
Cette méthode a donc été appliquée à sept esters de nature différente de manière à pouvoir 
confronter les résultats obtenus in silico aux jeux de données expérimentaux. Les temps de 
calcul obtenus pour la construction des trajectoires présentent une corrélation avec les 
résultats expérimentaux d’énantiosélectivité. En effet, le temps de calcul le plus court 
correspond toujours à l’énantiomère préféré. De plus, le nombre d’échecs dans le calcul de la 
trajectoire est plus important pour le second énantiomère ce qui reflète la difficulté du 
problème à résoudre. Cependant, la corrélation entre les temps de calcul pour les deux 
énantiomères n’est pas quantitative. En effet, des variations sont observées lors de la 
modification des paramètres du logiciel et de ses performances. De plus, un biais peut être 
introduit par le choix de la position initiale après arrimage covalent. Enfin, les calculs 
correspondent aux trajectoires de sortie du substrat, cette approche purement géométrique ne 
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prenant pas en compte les paramètres énergétiques tels que les interactions hydrophobes ou 
électrostatiques. 
Cependant, l’efficacité de cette méthode pour le calcul des trajectoires permet le calcul de 
faisceaux de trajectoires pour chaque énantiomère. La distribution des trajectoires est bien 
plus étroite pour l’énantiomère S (énantiomère le moins transformé) qu’elle ne l’est pour 
l’énantiomère R. Cette distribution a, de plus, permis de localiser l’emplacement de la 
difficulté majeure d’accès au site actif : le goulot d’étranglement formé par les acides aminés 
Leu17 et Val266. Ce goulot gêne davantage l’accès de l’énantiomère S par rapport à 
l’énantiomère R.  
Enfin, le logiciel Biomove3D contient un détecteur de collision qui permet de localiser les 
acides aminés entrant en interaction avec le substrat tout au long de sa trajectoire au sein de la 
poche menant au site actif. Parmi les acides aminés mis en évidence, les positions Leu17 et 
Val 266, correspondant au goulot d’étranglement sont retrouvées. Les informations fournies 
par ce détecteur de collision peuvent être ainsi utilisées pour guider la construction de 
mutants.  
Nos travaux de thèse se sont donc logiquement orientés vers la construction des mutants 
ciblés à partir de cette étude afin de les tester sur un substrat modèle le (R,S)-2 bromophényl 
acétate de 2-chloro-éthyle. Afin d’exprimer les gènes mutés, il était nécessaire de disposer 
d’un système d’expression approprié dont la construction et l’évaluation sont présentés dans 
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L’examen des trajectoires de différents esters racémiques dérivés d’acides 2-substitués tel que 
le (R,S)-2 bromophényl acétate de 2-chloro-éthyle a permis de localiser des acides aminés 
pouvant influencer l’énantiosélectivité de BCL. Avant de créer des librairies de mutants sur 
ces positions, il était indispensable de disposer d’un système d’expression adapté et utilisable 
à l’échelle microplaque afin de permettre la production rapide des mutants et leur criblage sur 
l’activité et l’énantiosélectivité. 
La bactérie E. coli a été choisie comme hôte d’expression hétérologue de BCL car de 
nombreux outils de biologie moléculaire sont disponibles pour ce micro-organisme. Nous 
disposions au début de nos travaux d’un plasmide pT-OmpA-Lip-Hp gracieusement fourni 
par Rolf D. Schmid (Université de Stuttgart, Allemagne)1. Cette construction contient une 
séquence signal OmpA qui sert au transport de BCL vers l’espace périsplasmique d’E. coli 
afin de permettre la formation des ponts disulfure, le gène lip codant pour la lipase et le gène 
hp codant pour une protéine chaperonne. Ces gènes sont placés sous le contrôle du promoteur 
λPRPL inductible à la température qui est difficilement contrôlable notamment lors 
d’expériences réalisées en microplaques2, 3. Les résultats d’expression de BCL (sous forme 
soluble) obtenus avec cette construction étant trop faibles pour pouvoir réaliser les 
déterminations d’énantiosélectivité, nous avons tout d’abord cherché à développer un nouveau 
système de production hétérologue de BCL chez E. coli.  
La présentation des différentes constructions et conditions testées pour la production de BCL 
ainsi que l’évaluation du système finalement sélectionné sont regroupées dans l’article suivant 
publié dans la revue J. Biomol. Screen. : S. Puech-Guenot, V. Lafaquière, D. Guieysse, L. 
Landric-Burtin, P. Monsan, and M. Remaud-Siméon. Small-scale production of Burkholderia 
cepacia ATCC21808 lipase adapted to high-throughput screening, J Biomol Screen 13 (2008) 
72-79. 
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Small-scale production of Burkholderia cepacia 
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The screening of variant libraries of recombinant Burkholderia cepacia ATCC21808 lipase 
generated in Escherichia coli is limited by expression difficulties that are mainly due to the 
formation of inclusion bodies. To circumvent these difficulties and provide an efficient small-
scale screening protocol, the gene encoding the lipase from B. cepacia was expressed in 
various expression vectors. With the pFLAG-ATS-Lip-Hp construct, expression of up to 6807 
U/L of culture was possible in Erlenmeyer flasks. The production protocol was miniaturized 
in 96 deep-well plates yielding 1300 U/L of lipase in fusion with the FLAG tag. With this 
protocol the activity was determined in less than 10 min for a full plate with a coefficient of 
variance of about 25 %. For validation, 18 mutants constructed by site-directed mutagenesis 
on position Valine 266 were screened. Nice variations of activity were detected and found to 
be in agreement with those obtained in Erlenmeyer flask cultures. The protocol enabled the 





Keywords: Burkholderia cepacia lipase, recombinant expression in E. coli, rational mutants, 
miniaturized production, high-throughput screening. 
 




A number of studies have described successful engineering of lipases for enantioselectivity 
specificity4-8 but few of them concerns the lipase from Burkholderia cepacia ATCC21808 
(BCL; triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3). Although this enzyme is very attractive for 
deracemization of valuable organic intermediates9-14, combinatorial engineering is limited by 
problems of expression. In the natural host B. cepacia, the lipase gene (lip), encoding the 
extracellular lipase, is located in an operon together with the hp gene encoding a lipase-
specific foldase (Lif) essential for folding of the protein1, 15. Quyen et al. 1 attempted 
heterologous expression of BCL in Escherichia coli with the pT-OmpA-Lip-Hp plasmid. The 
lip-hp genes were cloned into a heat-shock inducible vector between an OmpA sequence, used 
to promote secretion into the periplasmic space. Recombinant expression of the lip gene 
resulted in the formation of very low amounts of active soluble lipase, with the enzyme being 
predominantly recovered as inactive inclusion bodies despite the co-production of Lif. An 
efficient in vitro refolding protocol was described but this procedure is not easily applicable to 
miniaturization for automated screening 1. To develop an expression system well-adapted to 
high-throughput technology, the lip gene from B. cepacia was first subcloned into various 
expression vectors and placed under the control of different promoters. Soluble enzyme 
production by E. coli was optimized with the selected expression system to reach levels of 
enzyme activity compatible with rapid detection in 96-well plates. Finally, the miniaturized 
procedure was applied to the screening of mutants. Results are discussed with regard to those 
obtained from cultures in Erlenmeyer flasks.  
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III- Results and discussion 
 
III-1- Production of BCL by various expression systems 
 
The establishment of high-throughput screening protocols enabling the identification of BCL 
variants first necessitated  to identify an efficient expression system able to produce enough 
amounts of soluble and active enzyme. Indeed, heterologous expression of BCL is rendered 
difficult by the high tendency of this protein to form inactive inclusion bodies1. To circumvent 
this problem, we first attempted the subcloning of sequences derived from the OmpA-Lip-Hp 
into four different expression systems.  
The different levels of lipase activity obtained according to the expression vector and the 
culture conditions in Erlenmeyer flasks are listed in Table 7. The vectors pBAD were first 
tested because of the tight regulation of the pBAD promoter that usually enables a better 
control of the expression level16. With the pBAD-OmpA-Lip-Hp plasmid, a very low level of 
lipase activity was obtained (259 U/L of culture, 424 U/g of cells) indicating a poor 
expression (Table 7). The sequence OmpA-Lip-Hp was thus subcloned into the vector 
pBAD/THIOfusion in fusion with the gene encoding thioredoxin yielding the pBAD-THIO-
OmpA-Lip-Hp plasmid. The presence of the thioredoxin tag enabled a 7.5 fold increase of 
production (Table 7 : 1945 U/L of culture, 2132 U/g of cells). Thioredoxin is very well 
expressed in E. coli and probably favoured the lipase solubility. However, with this 
expression system, high amounts of BCL inclusion bodies are formed (data not shown) and 
the expression level are comparable to that obtained with the pT-OmpA-Lip-Hp plasmid 
(Table 7 : 1997 U/L of culture, 1823 U/g of cells).  
In order to better control lipase expression in pBAD-THIO-OmpA-Lip-Hp and limit 
aggregation, various concentrations of inducer ranging from 0.02% to 0.0002% (w/v) were 
tested and cultures were also carried out at 18°C (Table 7). Indeed, inclusion body formation 
is often reduced at low temperature 17, 18. But in all cases, SDS gels revealed that most of the 
lipase produced formed aggregates (data not shown). A better control of induction and the 
decrease of culture temperature did not improve lipase solubility. As reported in Table 7, the 
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Table 7 : Lipases activities obtained with four different expression system. 













E. coli DH5α pT-OmpA-Lip-Hp LB 30°C
(1) Heat-shock (42°C) 1997 1823 
pBAD-OmpA-
Lip-Hp LB 30°C
(1) 0.02% L-arabinose 259 424 
LB 30°C(1) 0.02% L-arabinose 1945 2132 
LB 30°C(1) 0.002% L-arabinose 740 902 
LB 30°C(2) 0.002% L-arabinose 46 72 
E. coli TOP10 pBAD-THIO-
OmpA-Lip-Hp 





(1) 1 mM IPTG 1868 2942 
LB 30°C(1) 1 mM IPTG 3812 3710 
LB 30°C(1) 1 mM IPTG 3204 2939 
2x YT 30°C(1) 1 mM IPTG 6185 3299 E. coli JM109 
pFLAG-ATS-
Lip-Hp 
2x YT 30°C(1) 1 mM IPTG 6807 3552 
(1) Cells were cultivated during 6 hours in Erlenmeyer flasks. 
(2) Cells were cultivated during 22 hours in Erlenmeyer flasks. 
 
For all these assays, Lif encoded by hp gene was never detected on SDS gel. This indicates 
that Lif was probably not sufficiently expressed to assist the lipase folding. The lipase:Lif 
ratio needed for full activation of newly synthesised lipase in vivo is unknown 19, but in in 
vitro refolding experiments have shown that a 1:1 to 1:4 ratio was optimal for good folding 1, 
20, 21. Consequently, in order to increase the Lif expression, the lip-hp genes were placed under 
the control of more powerful promoters, the T7 and tac promoters in the construction pET-
OmpA-Lip-Hp and pFLAG-ATS-Lip-Hp, respectively. Notably, the pFLAG-ATS vector, 
known to be efficient for eukaryotic gene expression, had never been assayed before for 
bacterial lipase expression 22. Lipase production was carried out in LB medium at 30°C and 
induced with 1 mM IPTG. With the pFLAG-ATS-Lip-Hp, a lipase level of 3812 U/L of 
culture (3710 U/g of cells) was reached, representing a 2 fold increase compared with the 
level obtained with the pET-OmpA-Lip-Hp plasmid (Table 7 : 1868 U/L of culture, 2942 U/g 
of cells) and pT-OmpA-Lip-Hp plasmid (Table 7 : 1997 U/L of culture, 1823 U/g of cells) 
under similar growth conditions. The FLAG system was retained as the best expression 
system. The enzyme was mainly located in the cytoplasm despite the presence of the OmpA 
signal sequence which was not efficiently processed (data not shown). The use of a richer 
culture medium coupled with a decrease of the inducer concentration yielded a production of 
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6807 U/L of culture. This construct is the first one that permits to obtain such a level of 
soluble activity. It was thus selected to start production in 96-well formats. 
 
 
III-2- Determination of culture conditions for wild-type BCL expression 
in 96-well format 
 
The recombinant enzyme production protocol in 96-well microplates (NuncTM Brand 
Products) and 96-deepwell plates (ABgene) was then carried out in 80 replicates as described 
in Figure 35. Storage microplates were inoculated with 80 colonies of E. coli JM109 
transformed with pFLAG-ATS-Lip-Hp and 8 colonies of E. coli JM109 transformed with 
pFLAG-ATS as negative control. The last 8 wells were filled with culture medium and not 
inoculated to check the absence of growth. Cultures in 96-well format were inoculated by 
replicating storage microplates containing 80 clones of wild-type BCL, incubated for 24h at 
30°C and served as fresh starter cultures to inoculate either 96-well microplates or 96-
deepwell plates. Induction was first carried out after 16h of growth at 30°C with 0.1 mM of 
IPTG, the cells being grown for 8 additional hours. In 96-well microplates, the average 
bacterial growth was of 0.79 with a coefficient of variance (CV) of 11%, the average enzyme 
production level being of 770 U/L of culture with a CV of 12%. The coefficient of variance 
was calculated from two microplate assays (n=160 wells). In 96-deepwell plates, bacterial 
growth was slightly lower (0.51 with a CV of 18%) but a higher enzyme yield (1300 U/L of 
culture) was obtained with a CV of 25% (n=160 wells). Moreover, a centrifugation step was 
introduced that permitted a ten fold increase of enzyme concentration (13 000 U/L of enzyme 
extract). To further simplify production in 96-deepwell format, direct inductions at the 
beginning of the culture were tested. With 0.01 mM IPTG, bacterial growth was equivalent to 
that obtained in 96-well microplates (0.74 with a CV of 18%) and 1300 U/L of culture were 
obtained as for an induction after 16h (CV of 27%, n=160 wells, Figure 36). In all cases, the 
normalization of activity results by OD600nm did not permit to reduce the CV values 
determined from lipase activity assays.  
The protocol proposed here is the first description of a miniaturized heterologous production 
of BCL. 96 clones can be screened in less than 10 min with pNPB as substrate. This 
represents a cadence of 6 000 clones per week.  
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Figure 36 : Wild-type lipase production and bacterial growth in 96-deepwell induced with 
0.01 mM IPTG at the beginning of the culture. OD600nm are represented as black circles 
according to the clone position in 96-deepwell plate. Corresponding initial rates are shown as 
white columns.  
 
 
III-3- Validation of the screening protocol  
 
The enzyme production protocol in 96-well format was validated by screening a small size 
library constructed by site-directed mutagenesis on Valine 266 of BCL. This amino acid had 
been previously described to be important for enzyme activity and it was expected that 
mutations at this position could generate variants displaying different catalytic activities4, 5, 23. 
Storage microplates were inoculated with 8 colonies of each mutant, 16 colonies of wild-type 
BCL (who will be used as reference) and 8 colonies of negative control. The last 8 wells were 
filled with culture medium and not inoculated to check the absence of growth. Starter cultures 
inoculated from storage microplates were replicated in 96-deepwell plates. Single V266 
mutants were produced in 2x YT medium during 24h with 0.01 mM IPTG (Figure 35). 
Enzyme extracts were then assayed for activity on pNPB substrate at 30°C. In parallel, wild-
type and mutant lipases were produced in Erlenmeyer flasks and screened on pNPB as 
substrate. The scatter diagram between the activity determined in deep-well and the activity in 
Erlenmeyer flask indicates a positive correlation between the two data sets (Figure 37).  
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Figure 37 : Correlation between 96-deepwell plate and Erlenmeyer flasks cultures. Lipase 
activities (U/L of culture) obtained in 96-deepwell plate culture were plotted versus lipase 
activities (U/L of culture) obtained in Erlenmeyer flasks culture. 
 
 
The enzyme expression levels of 10 single mutants were evaluated by SDS-PAGE image 
analysis (Figure 38). These mutants correspond to the 5 best and 5 worst lipase producers 
identified from 96-deepwell plate activity screening. As shown in Table 8, the level of 
expression was equivalent for all the mutants, showing that the differences of activity levels 





































































































Figure 38 : SDS-PAGE of the 10 selected V266 variants expressed in 96-deepwell plates. 
Expression profiles of the 10 variants expressed with pFLAG-ATS-Lip-Hp plasmid were 
highlighted with a white rectangle (the difference of 3 kDa between the commercial lipase 
and the variants correspond to OmpA-FLAG sequence). 
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Table 8 : Estimation of the expression levels for 10 single V266 mutants. 
Variants Lipase activity (U/L of culture) Relative lipase expression levels(a) 
V266N 8180 1.00 
V266L 3710 0.97 
V266Q 3620 0.97 
V266C 2760 0.97 
V266W 2450 0.91 
V266P 50 0.93 
V266R 220 0.98 
V266M 510 1.08 
V266D 200 1.05 
V266E 320 0.85 
(a) The relative expression level was determined by SDS-PAGE gel image analysis to the generating expression 
level obtained with the V266N variant. 
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IV- Materials and methods 
IV-1- Materials 
Restriction enzymes and T4 ligase were obtained from New England Biolabs (USA). DNaseI, 
lysozyme and isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) were from Euromedex (France). 
BugBuster was from Novagen (Germany). Protease inhibitor cocktail tablets, EDTA-free and 
the Expand High Fidelity polymerase were from Roche Diagnostic (France). DNA 
purification was performed using QIAquick (PCR purification and gel extraction) and 
Qiaprep (plasmid purification) kits were from QIAgen (USA). Peptone and yeast extract were 
from Difco (USA). p-nitrophenyl butyrate (pNPB) was supplied by Sigma-Aldrich (USA). 
Restriction enzymes, Expand High Fidelity polymerase, BugBuster, protease inhibitor 
cocktail tablets and kits were used as specified by the suppliers. 
 
IV-2- Strains and media 
E. coli DH5α (Invitrogen, USA), E. coli TOP10 (Invitrogen, USA), E. coli BL21StarTM(DE3, 
Novagen, Germany), E. coli JM109 (Promega, USA) were used for the cloning and 
expression of the lip gene, and grown in LB medium (tryptone 10 g.L-1, yeast extract 5 g.L-1, 
NaCl 9 g.L-1) or 2x YT medium (tryptone 16 g.L-1, yeast extract 10 g.L-1, NaCl 9 g.L-1) 
supplemented with 100 µg of ampicillin per ml. 
 
IV-3- Construction of expression vectors 
Plasmid pT-OmpA-Lip-Hp was used as starting material for the construction of all expression 
vectors. To construct pBAD-OmpA-Lip-Hp and pBAD-THIO-OmpA-Lip-Hp plasmids, the 
OmpA-lip-hp sequence was amplified by PCR using the primers pBAD_forw (5’-
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGC-3’) and pBAD_rev (5’-
TCACTGCGCGCTGCCCGCGCCGCGATCGAGCGATGCCGC-3’). The resulting PCR 
products were introduced into the pBAD/TOPO-TA and pBAD/Thiofusion vectors 
(Invitrogen, USA). To construct pET-OmpA-Lip-Hp plasmid, the OmpA-Lip-Hp sequence 
was amplified by PCR using the primers pET_forw (5’-
CTGGAGACTCATATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGC-3’; NdeI site is underlined) 
and pET_rev (5’-GTCGACTTACCTACTCAGAATTCATCATTGACGGTCAC-3’; EcoRI 
site is underlined). The PCR fragments were cloned into NdeI and EcoRI restriction sites of 
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the pET-21a(+) vector (Novagen, Germany). To construct pFLAG-ATS-Lip-Hp plasmid, the 
lip-hp sequence was amplified by PCR using the primers pFLAG_forw (5’-
GGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGAAGCTTGCCGAC-3’; HindIII site is 
underlined) and pFLAG_rev (5’-
CGACTTACCTACTCAGAATTCATCATGGACGGTCACC-3’; EcoRI site is underlined). 
The resulting PCR product was inserted downstream of the OmpA-FLAG sequence into 
HindIII and EcoRI restriction sites of the pFLAG-ATS vector (Sigma-Aldrich, USA). The 
sequences of the recombinant plasmids were all checked by sequencing. 
 
IV-4- Site-directed mutagenesis 
Using the plasmid pFLAG-ATS-Lip-Hp as a template, the QuickChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) was used according to the manufacturer’s instruction to 
introduce 18 other amino acids at position 266. The primers employed are V266_forw (5’-
CCAGAACGACGGGXXXGTGTCGAAGTGCAGC-3’) and V266_rev (5’-
GGTCTTGCTGCCCXXXCACAGCTTCACGTCG-3’), XXX corresponding to the 18 
different codons (V266A_forw=GCC; V266C_forw=TGC; V266D_forw=GAC; 
V266F_forw=TTC; V266G_forw=GGC; V266I_forwATC; V266M_forw=ATG; 
V266N_forw=AAC; V266P_forw=CCC; V266Q_forw=CAG; V266R_forw=CGC; 
V266S_forw=TCC; V266T_forw=ACC; V266L_forw=CTC; V266W_forw=TGG; 
V266Y_forw=TAC; V266E_forw=GAG; V266K_forw=AAG). Mutant plasmids were 
transformed into E. coli JM109, checked by sequencing. The clones were stored in 30% 
glycerol (v/v) at –20°C. 
 
IV-5- Enzyme production in Erlenmeyer flasks 
Gene expression was induced at 0.8 OD600nm. E. coli cells, expression plasmids, media, 
culture temperature and conditions of induction are detailed in table 1. After growth, the cells 
were harvested by centrifugation at 5000 g, 15 min, at 4 °C, suspended to an OD600nm of 80 in 
lysis cocktail (100 mM Tris-HCl pH 7.5, protease inhibitor cocktail tablet, 1 mg.ml-1 
lysozyme, 5 µg.ml-1 DNaseI and 1X BugBuster) and incubated for 1h on ice. Then, the cell 
debris were centrifuged (20 000 g, 30 min, 4°C). The lipase activity in the supernatant (called 
“lipase extract”) was determined using the p-nitrophenyl butyrate (pNPB) assay. 20 µL of the 
lipase extract diluted (v/v) in Tris,HCl buffer (100 mM, pH=7.5) were mixed with 175 µL of 
Tris-HCl buffer (100 mM, pH=7.5) and 5 µL of pNPB (40 mM in solution in 2-methyl-2-
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butanol). pNPB consumption was measured at 405 nm on a VersaMax tunable microplate 
reader (Molecular Devices) at 30°C. One unit was defined as the amount of enzyme that 
released 1 µmol of p-nitrophenol per minute under these conditions. Activity measurements 
were repeated 5 times. Over-expression was checked by SDS electrophoresis using 10% 
polyacrylamide gel (w/v) under reducing conditions according to the manufacturer’s 
recommendations (Invitrogen, USA). 
 
IV-6- Storage of wild-type or rational mutant expressing clones 
Sterile 96-well microplates (NuncTM Brand Products, Denmark) filled with 150 µL 2x YT 
medium, using a Biomek2000 pipettor (Beckman), were inoculated with clones expressing 
wild-type or variants BCL. After 24h of growth at 30°C under horizontal shaking (150 rpm) 
on an incubator-shaker (Kühner), microplates were replicated using the QpixII automate in 
sterile 96-well microplates (NuncTM Brand Products) filled with 150 µL 2x YT medium. After 
24h of growth in the culture conditions described above, glycerol was added to a final 
concentration of 12.5% (v/v). These microplates are referred as storage microplates and stored 
at –20°C. 
 
IV-7- Enzyme production and screening in 96-well format 
Storage microplates were initially replicated using the QpixII automate and served as fresh 
starter cultures for wild-type and variants BCL production in sterile 96-well microplates 
(NuncTM Brand Products; per well: 200 µL 2x YT) grown 24h at 30°C under agitation. These 
starter cultures were then used to inoculate sterile 96-well microplates (NuncTM Brand 
Products; 200 µL 2x YT) or sterile 96-deepwell plates (ABgene, UK; 1.2 mL 2x YT). The 
inducer (IPTG; 0.1 to 0.01 mM) was added either at the beginning of the culture or after 16h 
of growth at 30°C. Compared with the culture carried out in Erlenmeyer flasks, the growth 
temperature was reduced down to 30°C to avoid medium evaporation. Growth was measured 
by OD600nm after shaking to avoid settlement and the lipase activity produced in each well was 
then determined. For cultures in 96-well plates, 20 µL of lysis cocktail were added directly to 
each well and the microplates were frozen at –80°C to break the cells. For 96-deepwell 
cultures, the cells were first centrifuged at 3700 rpm, 30 min at 4°C. The pellets were re-
suspended in 100 µL of lysis cocktail, sonicated in a sonicating bath (4 cycles; 1 cycle: 2 min 
of sonication and 2 min on ice) and frozen at –80°C. The clones were screened using an 
integrated robotic TECAN Genesis RSP-200 platform by determination of lipase activity on 
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pNPB as substrate. The coefficient of variance (CV) was calculated using experimental data 
as follow: CV = (standard deviation / mean) x 100%. Lipase expression level was determined 
by SDS-PAGE image analysis with VersadocTM Imaging System (Biorad, USA) using 
Quantity One® software (Biorad, USA).  
 
 




In conclusion, the optimization of BCL over-expression enabled us to establish an efficient 
protocol for its production in 96-well format. A set of mutants displaying distinctive activities 
enabled us to validate the accuracy of the test and its ability to rapidly isolate mutants. This 
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La production recombinante de BCL par E. coli pose de nombreux problèmes principalement 
liés au mauvais repliement de la protéine entrainant la formation de corps d’inclusion inactifs. 
Les constructions décrites dans la littérature avant nos travaux ne permettaient d’atteindre que 
de médiocres niveaux de production de protéines solubles, incompatibles avec la production 
en microplaques sur de petits volumes. Pour disposer d’un système plus performant et adapté 
au criblage de librairie de mutants, le gène codant la lipase et sa chaperonne ont été clonés 
dans différents vecteurs d’expression.  
Les meilleurs niveaux de production d’enzyme sous forme soluble ont été obtenus pour la 
construction pFLAG-ATS-Lip-Hp dans laquelle les gènes de la lipase et de la chaperonne 
sont sous le contrôle du promoteur tac (promoteur fort et inductible par l’IPTG). Par ce 
système, une activité hydrolytique au para-nitrophenol butyrate (pNPB) de 6807 U/L de 
culture a été obtenue, ce qui représente une amélioration de plus d’un facteur 3 par rapport au 
précédent système d’expression développé par Quyen et coll, 1.  
 
Cette nouvelle construction a été utilisée pour mettre au point des conditions permettant une 
expression de BCL à l’échelle microplaque. Une activité de 1300 U/L de culture a été obtenue 
pour l’hydrolyse du pNPB avec un coefficient de variance de 27 % sur 160 puits. De manière 
à éprouver la procédure miniaturisée de criblage avec ce nouveau système d’expression, nous 
avons criblé une banque de 18 mutants de BCL sur la position Val266. Ces mêmes mutants 
ont été produits en parallèle en erlenmeyer. Nous avons également vérifié la corrélation entre 
les activités obtenues en microplaques et en erlenmeyer. L’analyse d’image des gels SDS-
PAGE des mutants a de plus révélé que les différences d’activité observées ne sont pas liées à 
des variations de niveau d’expression mais sont bien dues aux variations d’activité spécifique 
des différents mutants.  
Enfin, BCL a été fusionnée avec une étiquette pFLAG qui permet de purifier la protéine par 
chromatographie d’affinité, ce qui sera très utile pour la caractérisation biochimique des 
mutants.  
En conclusion, les résultats de cette étude sont conformes avec nos objectifs. Le système 
d’expression développé nous a permis de pouvoir initier les travaux d’ingénierie de BCL pour 
la construction et l’isolement de variants plus énantiosélectifs. 
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Les travaux de modélisation moléculaires présentés dans le chapitre II ont permis d’identifier 
dans le site actif de BCL des acides aminés entrant très fréquemment en contact avec les 
esters racémiques testés lors de leur cheminement depuis la position d’arrimage vers 
l’extérieur du site actif. Ces acides aminés constituent des cibles privilégiées de mutagénèse 
pour modifier l’accès au site actif et espérer moduler ainsi l’énantiosélectivité de BCL pour 
un substrat racémique donné. 
 
Trois cibles ont été sélectionnées : Val 266, Leu 17 et Leu 287. Parmi ces trois positions, Leu 
17 et Val 266 forment un goulot d’étranglement très proche de la triade catalytique, la leucine 
17 faisant partie du trou oxyanion. La troisième position choisie, Leu 287, se situe au dessus 
du goulot d’étranglement à proximité de l’entrée de la poche catalytique. Les mutations sur 
cette position devraient donc affecter davantage l’accès du substrat plutôt que son 
positionnement au fond de la poche catalytique. 
 
Par mutagénèse dirigée, ces trois positions cibles ont été remplacées systématiquement par les 
19 autres acides aminés possibles afin d’explorer de manière exhaustive les variations sur ces 
positions. Une librairie de 57 mutants a été créée et criblée sur l’activité hydrolytique du 
pNBP et également sur l’énantiosélectivité par rapport au substrat modèle : le (R,S)-2 
bromophényl acétate de 2-chloro-éthyle. Les mono-mutants les plus intéressants ont été 
caractérisés. L’analyse in silico des positions d’arrimage et des trajectoires des couples 
d’énantiomères a ensuite été effectuée en appliquant une procédure dérivée de celle décrite 
dans le chapitre II. La confrontation des résultats expérimentaux et des analyses in silico a 
ensuite été utilisée pour proposer de nouvelles combinaisons de mutations visant à améliorer 
l’énantiosélectivité pour le substrat modèle. 
Les travaux d’ingénierie et de modélisation moléculaire qui font l’objet de ce chapitre ont été 
publiés dans la revue ChemBioChem : V. Lafaquière, S. Barbe, S. Puech-Guenot, D. 
Guieysse, J. Cortés, P. Monsan, T. Siméon, I. André and M. Remaud-Siméon. Control of 
Lipase Enantioselectivity by Engineering the Substrate Binding Site and Access Channel. 
ChemBioChem., sous presse (2009). 
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Lipase from Burkholderia cepacia (BCL) has proven to be a very useful biocatalyst for the 
resolution of 2-substituted racemic acid derivatives which are important chiral building 
blocks. Our previous work showed that enantioselectivity of the wild-type BCL could be 
improved by chemical engineering of the substrate molecular structure. From this earlier 
study, three amino acids (L17, V266 and L287) were proposed as targets for mutagenesis 
aiming at tailoring enzyme enantioselectivity. In the present work, a small library of 57 BCL 
single mutants targeted on these three residues was constructed and screened for their 
enantioselectivity towards (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate. This led to the fast 
isolation of three single mutants with a remarkable 10 times enhanced or reversed 
enantioselectivity. Analysis of substrate docking and access trajectories in the active site was 
then performed. From this analysis, the construction of 13 double-mutants was proposed. 
Among them, an outstanding improved mutant of BCL was isolated that showed an E-value 
of 178 and a 15 times enhanced specific activity compared to the parental enzyme, thus 
demonstrating the efficiency of the semi-rational engineering strategy.  





A great challenge for pharmaceutical and industrial chemistry of the next decades is the 
discovery and development of fast and economic resolution processes. To obtain pure 
enantiomers, various methods such as diastereomeric salts, racemate resolution, or 
asymmetric synthesis using chiral auxiliaries and chiral catalysts can be used.1-4 Among the 
different approaches, biocatalysis based on the enzymatic resolution of racemic mixtures 
remains a method of choice. In particular, lipases (triacylglycerol hydrolases, EC 3.1.1.3) are 
among the most employed catalysts in organic synthesis to catalyze kinetic resolution of a 
wide range of substrates yielding optically pure compounds.  
Recent advances in tailoring enzymes for high activity and selectivity and their combined use 
with chemo-catalytic reactions has expanded the role of biocatalysis to produce enantiopure 
compounds from racemic mixtures. Directed evolution or rational design techniques have 
proven to be successful to develop lipases with either enhanced or inverted enantioselectivity 
compared to the parental enzyme.5-7 Amongst lipases used for racemic resolution, lipase from 
Burkholderia cepacia (BCL) has proven to be very useful for the resolution of racemic 
mixtures of primary and secondary alcohols8 and carboxylic acids.9, 10 In a previous study11, 12, 
focused on the understanding of the factors involved in racemic resolution of 2-substituted 
carboxylic acids, it was suggested that given the topology of BCL active site, which is located 
at the bottom of a narrow 17Å pocket, the enzyme ligand affinity and, by extension 
enantioselectivity, could be affected by the accessibility of the substrate to the catalytic site 
and the difficulty encountered by the substrate in adopting a productive conformation at the 
reaction site. 
Path-planning algorithms, originating from robotics and adapted for the investigation of 
various molecular motion problems13-22, were previously applied for investigating the 
access/exit of ligands to BCL active site. 11, 12 The amino acids hindering the displacement of 
(R,S) enantiomers along the active site pocket were highlighted using the atom distance 
information collected during the path searches by the collision detector BioCD23 integrated in 
the software prototype BioMove3D.16, 24 On the basis of the analysis of contacts found along 
the computed access, two amino acids, L17 and V266, were identified as playing a major role 
in the discrimination of the pairs of enantiomers, and were proposed as targets for 
mutagenesis aiming at tailoring enzyme enantioselectivity. 
In the present work, we have constructed libraries of variants targeted on amino acids 
identified by path analysis and located both in the bottleneck and at the entrance of BCL 
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active site. The libraries have been first screened on the basis of enzyme activity toward para-
nitrophenyl butyrate (pNPB) substrate. Then, the enantioselectivity of the mutants towards 
(R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate substrate (1) has been experimentally determined. 
The paper also discusses on the interpretation of molecular modelling results with regards to 
the understanding of BCL enantioselectivity.   
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III- Results and Discussion 
 
III-1- Construction of the single mutant library  
 
Three amino acids were chosen as mutagenesis targets: L17, V266 and L287 (Figure 39). The 
selection of L17 and V266 was based on a previous study11 in which we showed that the 
bottleneck formed by these residues in BCL active site influences both the trajectory and the 
positioning of various two substituted-acids. The third amino acid, L287, was selected to 
examine the possible role of a residue located along the access channel but farther from the 
catalytic centre. Noteworthy, mutation of L287 residue was found in the V266L-L287I-F221L 
variant of B. cepacia lipase (Ps-FVL mutant from Amano CO., Japan), which displayed an 
enantioselectivity enhanced by 200 folds compared to the wild-type BCL for the resolution of 
(R,S)-2-bromophenyl acetic acid ethyl ester.12 To further investigate the role of these residues 
on enzyme enantioselectivity, the three amino acids (L17, V266 and L287) were 
systematically replaced by the 19 other possible amino acid residues to obtain a library of 57 


















































Figure 39 : Representation of B. cepacia lipase structure. A) Cross-section view of the 
enzyme active site. Catalytic triad residues (D264, H286, S87) are coloured in yellow. Amino 
acid residues forming the oxyanion hole (L17 and Q88) are coloured in cyan. The three amino 
acid residues selected as mutagenesis targets are: L17, V266 and L287. B) Overall fold of 
BCL is shown in a cartoon representation in which β-strands are represented by arrows and 
helices as coils. The region 1-117 is coloured in Purple, lid (118-159) in red, region 160-213 
in grey, sub-domain facing the lid (214-261) in blue and region 262-320 in light brown.The 
position of a Ca2+ is indicated by a sphere. The catalytic triad (S87, D264 and H286) and 
amino acid residues involved in oxyanion hole stabilization (L17 and Q88) are shown in stick. 
 
III-2- Preliminary Screening on pNPB substrate 
 
The variants were first grown in deep-well plates. As shown in Figure 40, bacterial growth 
was rather homogenous for all of them.  Following cell lysis, the mutants were screened for 
their ability to hydrolyze para-nitrophenyl butyrate (pNPB) (Scheme 1A), a substrate easily 
monitored by spectrophotometry at 405 nm and often used to determine lipase activity.25 The 
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Scheme 1 : Hydrolysis of A) para-nitrophenyl butyrate (pNPB) and B) (R,S)-2-chloro ethyl 
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Figure 40 : Profile of cell density and activity obtained for wild-type and variants of BCL 
expressed in E. coli JM109. Activity and OD600 nm were an average of values obtained in 8 
wells. 
 
III-3- Enantioselectivity of BCL single mutants towards (R,S)-2-chloro 
ethyl 2-bromophenylacetate (1)  
 
The library of single mutants produced in 96-deep well plates was assayed in the presence of 
racemate 1 (Scheme 1B). Reactions to determine enantioselectivity were performed in deep-
wells using crude extracts. The enantiomeric excess of the substrate (e.e.s) was plotted as a 
function of the conversion for all BCL variants (Figure 41). As shown in the figure, the single 
mutations at positions 266 and 287 had limited effect on enzyme enantioselectivity.  In one 
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single case, a variant was found to reverse its enantiopreference from the (R)- form to the (S)- 
substrate. Indeed, when changing V266 by the most compact Glycine amino acid, also known 
to contribute greatly to conformational flexibility of polypeptide chains, the V266G variant 
was endowed with (S)-selectivity. Conversely, three L17 variants (namely L17S, L17G, and 
L17M) showed an enhanced enantiopreference for the R enantiomer (Figure 41B).  Variants 
L17S, L17G and L17M were produced from cultures in Erlenmeyer to validate the microtiter-
plate assay.  They exhibited E-values of 87, 24 and 78, respectively, showing that microtiter-


































































































































Figure 41 : Evolution of substrate enantiomeric excess (e.e.s) as a function of the conversion 
for single variants on position V266 (A), L17 (B) and L287 (C). Enantiomeric excess was 
calculated as defined below: e.e.s={[S]-[R]}s/{[S]+[R]}s (s=substrate) and the conversion : 
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III-4- Characterization of V266G, L17S and L17M variants  
 
The most enantioselective variant (L17S and L17M) and the one showing a reverse 
enantioselectivity (V266G) were then characterized in more details. Following production and 
purification by immuno-affinity, their ability to hydrolyze substrate 1 was determined. 
Regarding the V266G mutant, the specific activity remained unchanged compared to the wild-
type enzyme (vi = 0.38 mU/mg) but the reversal of enantioselectivity was confirmed when 
assaying the purified enzyme. The V266G variant was indeed found to hydrolyze the S-
enantiomer significantly faster than the R- one with an E-value of 20 (Table 9).  Compared to 
the parental wild-type enzyme, variants L17S and L17M showed an increase of up to 6 folds 
in the initial rate of the R-enantiomer consumption (viR). In parallel, the initial rate of S 
enantiomer consumption (viS) decreased by up to 3 folds (Table 9). This resulted in a 4 and 5 
fold improvement of the specific activity of the L17S and L17M variants, respectively, 
compared to the wild-type enzyme. In similar way, the enantioselectivity of these mutants was 
increased by a remarkable 10 fold respect to wild-type BCL. 
 
 
III-5- Insights on structural features controlling activity and selectivity 
of BCL single mutants through molecular modelling 
 
Dynamics of the improved single mutants was first investigated to ensure that the mutations 
did not induce major modifications in the flexibility of the enzyme structure nor in the lid 
Table 9 : Specific hydrolytic activity and Enantioselectivity values determined for the wild-type BCL 
and its three single mutants towards each enantiomer of the racemic substrate ( R,S )-2-chloro ethyl 2-












Wild-type 0.354 0.028 0.38 R 13 (±1.8)[b] 6.5 (48h) 
V266G 0.02 0.36 0.38 S 20 (±4)[c] 6.6 (51h) 
L17S 1.57 0.01 1.58 R 128 (±35)[b] 15.6 (49h) 
L17M 2.07 0.014 2.09 R 133 (±31)[b] 15.5 (48h) 
[a] viR, viS : initial rates ; vi =  viR +  viS 
[b] E-value = viR/viS  
[c] E-value = viS/viR 
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conformation of BCL variants.26 Dynamics studies were then completed by i) the analysis of 
the binding interactions of each enantiomer in the active site of the variants and ii) the 
analysis of substrate trajectories during the transport out of the active site. 
 
III-5-1- Dynamics of wild-type BCL and its variants at water/octane interface 
 
The starting model of wild-type BCL was built from the X-ray structure of BCL in open 
conformation27(PDB:3LIP) which adopts the characteristic α/β-hydrolase fold28 (Figure 39B). 
The model was then subjected to a 20 ns molecular dynamics (MD) simulation under constant 
temperature and pressure conditions in an explicit water/octane interface, in which the 
enzyme is known to be active, following a procedure previously described.26 In a similar way, 
we performed MD simulations on L17S, L17M and V266G mutants using 3D-models 
generated from the wild-type BCL model. To verify the stability of the MD trajectories, we 
inspected the potential energy of the system and the RMSD throughout the simulations. The 
RMSD trajectories calculated for the backbone atoms of the proteins were compared to the 
initial structures over the 20 ns of simulations. All profiles show a plateau with an average 
RMSD around 2 Å, reached after 2 ns, indicating that the systems have reasonably converged 























Figure 42 : Time variation of the RMSD of backbone atoms of the proteins (wild-type 
(black), V266G (green), L17S (red) and L17M (orange) variants) during the course of MD 
simulations carried out in explicit water/octane solvent. 
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To detect the regional motions in the protein structures, B-factors were calculated from MD 
simulations (Figure 43A). Main differences between the wild-type BCL and its variants reside 
in two regions, mostly constituted by hydrophobic amino acid residues, surrounding the 
catalytic pocket. The first region is defined by the lid (residues 118-159) while the second 
(residues 221-246) corresponds to a sub-domain facing the lid (Figure 39B). Simulated B-
factors revealed a particularly high mobility of the hydrophobic β-hairpin constituted by the 
b3 and b4 strands for all variants as well as for the wild-type BCL. Of note, the mobility of 
the loop between the α5 and α6 helices was found more pronounced for the V266G variant 
than for the wild-type BCL (Figure 43A).  
Comparison of initial structures with those obtained after 20 ns MD simulation shows that 
wild-type BCL and its mutants stay in the wide open conformation observed in the crystal 
(Figure 43B-E). Overall, no major effect of the mutation on the flexibility of the protein 
backbone was observed. The two variants exhibited similar conformational rearrangements 
along the simulation and residues involved in the catalytic machinery located at the bottom of 
a narrow and deep pocket (catalytic triad: S87, H286, D264 and oxyanion hole stabilisation: 
Q88 and L17) did not undergo any significant variation. These results suggest that the amino 
































































Figure 43 : A) Calculated B-factors of BCL residues from MD simulations carried out in an 
explicit water/octane interface for wild type BCL (black), for variant V266G (green), for 
L17S (red) and for L17M (orange). The secondary structure of BCL is shown on the graph for 
reference. Snapshots of the enzyme backbone structures taken at the beginning of the 
production phase (grey coloured) and after 20 ns of MD simulation in water/octane 
environment: B) wild-type BCL (dark grey), C) V266G (green) D) L17S (red) and E) L17M 
(orange). 
 
III-5-2- Covalent docking of substrate in active sites of wild-type BCL, L17S, 
L17M and V266G variants 
 
Using a covalent docking procedure, we generated models of the substrate covalently bound 
to each enzyme, which corresponds to the tetrahedral intermediate known to be a good mimic 
of the transition state. In wild-type BCL, L17S and L17M variants, the bulky bromine atom of 
the rapidly transformed R-enantiomer is positioned in the inner hydrophobic pocket, the so-
called acyl pocket HA12, pointing toward the inner L167 with the aromatic ring pointing 
towards the outside of the catalytic pocket (Figure 44A). In contrast, the least rapidly 
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hydrolyzed S-enantiomer was also docked with its bromine atom in the HA pocket, but 
oriented toward the bottleneck-forming V266. Interestingly, mutation L17S also introduced 
an additional hydrogen bonding interaction with the covalent intermediate, leading to a 
greater stabilization of the transition states for both R- and S- enantiomers compared to the 
wild-type BCL (Figure 44C). These results are in agreement with a greater hydrolytic activity 
of L17S variant compared to the wild-type BCL toward substrate 1 (Table 9). However, the 
difference between scores of the S- and R- enantiomers in L17S is lower than that observed 
for the wild-type enzyme, thus failing to explain the 10 fold increase of enantioselectivity 
observed for the variant in favour of the R-enantiomer. The docking scores obtained 
respectively for the R- and the S- enantiomers in the L17M variant are in agreement with the 
enantiopreference of the enzyme. Regarding V266G variant, the mutation uncluttered the 
active site and thus favoured the docking of the S-enantiomer of substrate 1 in the catalytic 
site, as reflected by the more favourable docking score (Figure 44B). Figure 44 shows that the 
orientation of the aromatic ring in the docked poses within all enzymes varies between the R- 
and the S-enantiomers, except for the V266G variant. In the latter, the aromatic ring fits nicely 
in the space left empty by the V266G mutation, allowing a stacking of the aromatic ring onto 
the catalytic H286.  Close values of docking scores were obtained for both enantiomers ie -
1.03 and -1.20 for the R- and S- enantiomers, respectively. The favourable docking score for 
the S-enantiomer is in agreement with the experimentally observed reverse of 
enantiopreference exhibited by the V266G variant.  
Overall, the docking scores (Figure 44) are in agreement with the enantiopreference but they 
failed to predict quantitatively the enantioselectivity, in particular the large improvement of 
L17S and L17M enantioselectivity.  Molecular docking was performed on rigid enzyme 3D-
models and solely, the substrate was allowed to adapt its conformation to the active site. 
Given that molecular adaptation and flexibility are important components for an accurate 






















































Figure 44 : Highest score docking modes of (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1) 
covalently bound in the enzyme active site. 1 is docked in the catalytic pocket of wild type 
enzyme is represented on A) in V266G variant on B), in L17S on C) and in L17M on D). 
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III-5-3- Computing substrate pathways to BCL single mutants catalytic site 
 
Dynamic simulations indicate that the amino acid substitutions introduced in B. cepacia lipase 
did not perturb the protein folding. However, they contribute to significant changes in the 
enantiomer accessible volume and may have an impact on substrate accessibility. The 
geometrically feasible motions of the substrates within the enzyme active site were explored 
using the path-planner integrated in the Biomove3D software.16, 24 The algorithm used in this 
work is derived from the previously described disassembly path-planning technique of 
articulated objects.11, 24, 29 In the new version of the Biomove3D software, the basic RRT 
algorithm was replaced by ML-RRT (Manhattan-Like Rapidly-exploring Random Tree) 
algorithm.24 ML-RRT outperforms the basic RRT algorithm by decreasing considerably the 
computing time and its variance. Furthermore, it is able to efficiently treat proteins models 
with all side chain being potentially flexible.24 Within a few minutes on a standard mono-
processor PC, the algorithm is able to compute ligand pathways while taking into account the 
entire flexibility of both the ligand and the protein side-chains that are required to move 
during the computation of the pathways. In the latest version of Biomove3D, a new 
computational tool has been included that facilitates the analysis of the ML-RRT search trees 
by encoding molecular motions in voxel maps.30 Such representation permits to arrange the 
information obtained from the exploration of a high-dimensional space (the conformational 
space of the molecular model) into a three-dimensional data structure. By combining a 
geometric conformational exploration and an arrangement of the resultant information into a 
voxel map, the method permits to visualize the differences between the space explored by the 
different enantiomers when accessing the catalytic site of the different BCL enzymes. Starting 
from the docked tetrahedral intermediate of the R- and S- enantiomer of substrate 1, we 
sampled the space that the enantiomers can explore to go from the bottom (catalytic site) of 
selected BCL variants (L17S, L17M and V266G) to the protein surface.  The voxel-maps 
reflect the volume of the catalytic pocket explored by the substrate during its access/exit 
pathways to the active site. In Figure 45 are shown the computed voxel maps which represent 
the positions that can be geometrically reached by the substrate center of mass during the 
conformational explorations. As voxels have been coloured following the chronological order 
of generation, one can easily identify the regions that the substrate reaches first during the 
geometrical exploration. Comparison of the voxel-maps reveals significant differences in the 
behaviour of racemate 1 into the different enzyme catalytic pockets. Voxel-maps obtained for 
the wild-type BCL indicate a narrower distribution for the S- enantiomer than the R- form, 
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reflecting a more constrained motion of the S-enantiomer when going through the bottleneck 
formed by V266 and L17. Light-blue voxels are found from the bottom to the entrance of the 
catalytic pocket for the R-enantiomer indicating a faster displacement requiring less iterations 
than for the S-enantiomer for which orange voxels are seen around the bottleneck revealing a 
geometrically difficult passage. These results are in agreement with the faster conversion of 
the R-enantiomer by the wild-type BCL (Table 9). As can be seen by the larger voxel map, the 
introduction of the V266G mutation notably facilitates the movement of the S-enantiomer in 
the mutant active site compared to the parental enzyme. On the other hand, the V266G 
mutation exposed a secondary pocket (encircled in Figure 45B) that is unsuccessfully 
explored by the R-enantiomer when searching a way out of the pocket. The exploration of this 
dead-end region resulted in an increase of the CPU time taken by the path planner to find a 
solution. Interestingly, upon L17S mutation, the topology of the active site favoured 
considerably the movement of the R-enantiomer along the access/exit pathway. Indeed, a 
network of dark-blue voxels connects the bottom to the top of the catalytic site revealing the 
existence of pathways requiring less iterations than for the wild-type BCL to exit the catalytic 
pocket. Of note, the voxel maps computed for the S-enantiomer in the wild-type and the L17S 
variant are nearly the same, what is in agreement with the comparable initial rates determined 
experimentally. Overall, the computation of the exit pathway is greatly facilitated for the R-
enantiomer upon the L17S mutation, what is in qualitative agreement with the 10-fold 
enhanced enantioselectivity of the L17S variant compared to the wild-type enzyme. The 
differences observed between the R- and the S- voxel maps in the L17M variant reflect the 
variations of the behaviour of each of the enantiomer during its displacement along the active 
site. Indeed, the explored space of the S-enantiomer is significantly reduced compared to the 
R-form, indicating thus a greater difficulty of the active site exploration to find an exit 






































Figure 45 : Voxel maps representing locations of the center of mass of the (R, S) enantiomers 
of (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1) reachable from the catalytic position within 
the wild-type BCL, V266G, L17S and L17M mutants. Voxels resolution is 0.1Å and colours 
indicate the chronological order of generation. 
 
In the examples presented here, it clearly appears that modelling of the tetrahedral 
intermediates for both enantiomers was not enough to explain the differences observed in the 
enantioselectivity of BCL and its variants. Often neglected, the effect of entropy variation has 
been shown in many cases to be as important  as the enthalpic component in enzyme 
enantioselectivity.31, 32 Several studies have attempted to understand the role of entropy on a 
molecular level and they have estimated the substrate accessible volume within the active site 
and showed that it could be correlated to transition state entropy.31, 32  The modelled volumes 
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could in some cases predict the correct enantiopreference and the topology of the active site is 
also proposed to be more suited for the near-attack conformation of the favoured 
enantiomer.33 In our approach, the full flexibility of both the protein side chains and the 
substrate is considered for the calculation of the enantiomer pathways. In view of the 
importance of taking into account the entire molecular motions involved in catalysis when 
modelling the enzyme reaction, we believe that the computational methods applied in this 
work might help to expand our knowledge on how enzymes distinguish between enantiomers 
and to understand the role of entropy on a molecular level. 
 
III-6- Designing improved BCL double-mutants  
 
 The enantiomers docking, access trajectories and voxel map analyses confirmed the 
predominant role of the V266-L17 bottleneck on racemate 1 accommodation. To generate 
diversity at these positions, we first selected the best single mutants L17S and L17M and 
attempted the introduction of an additional mutation at position V266 (Table 10). In the same 
way, we also attempted the modification of the substrate access to the active site by 
introducing an additional mutation at position 287 in mutant L17S. Docking scores, analysis 
of collision and voxel maps were used to target the mutations. A total of 13 double-mutants 
were constructed and their enantioselectivity was roughly determined without purification of 
the variants. As shown in table 10, except for L17M/V266M mutant, none of the double-
mutants targeted at positions 17 and 266 led to a notable improvement of the enzyme 
enantioselectivity. It underlines that engineering of the active site bottleneck is a tricky task, 
likely due to the proximity of the catalytic triad and oxyanion hole. The behaviour of the 
L17S/L287 double-mutants turned out to be quite interesting as all of them were found more 
enantioselective than the wild type BCL. Altogether, four mutants were finally purified to 
homogeneity and characterized. As shown in Table 11, L17M/V266M enantioselectivity was 
confirmed. The mutant was found slightly more enantioselective than the single L17M mutant 
and also slightly more active. Regarding, the double-mutants L17S/L287A; L17S/L287I and 
L17S/L287W, an interesting modulation of the enantioselectivity toward racemate 1 was 
observed that correlates pretty well with the steric hindrance of the substituent at position 287. 
In addition, these results show that distant mutations allow a more subtle tune-up of the 
enzyme structure to enhance its enantioselectivity than mutations located near the catalytic 
center. With a remarkable E-value of 178, the L17S/L287I variant was the most 
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enantioselective BCL mutant isolated. Furthermore, this mutant was also found to be 15 times 































Table 10 : Preliminary Enantioselectivity screening of BCL 
single- and double-variants towards the racemic substrate (R,S)-
2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1). E-values were 
determined on non-purified enzyme extracts. All variants 
showed an enantiopreference for the R-enantiomer. 



















Single mutant : L17M 78 
L17M/V266F 9 
L17M/V266M 122 









Table 11 : Specific hydrolytic activity and Enantioselectivity values determined for the wild-type BCL 
and its six double-mutants towards each enantiomer of the racemic substrate (R,S)-2-chloro ethyl 2-












Wild-type 0.354 0.028 0.38 R 13 6.5 (48h) 
L17M/V266M 2.81 0.017 2.83 R 166 9 (19h) 
L17S/L287A 1.83 0.081 1.91 R 22.5 15.6 (20h) 
L17S/L287I 5.95 0.033 5.98 R 178 15.5 (20h) 
L17S/L287W 0.55 0.01 0.56 R 55 6 (20h) 
[a] viR, viS, vi : initial rates ; vi =  viR +  viS 
[b] E-value = viR/viS  





Overall, our study shows that the catalytic properties of B. cepacia lipase can be exploited “à 
la carte” for the kinetic resolution of 2-substituted racemic acids by structural perturbations 
via amino acid substitution. The screening of a small library of only 57 mono-mutants on two 
structurally different substrates clearly revealed the importance of designing screening assays 
specifically adapted to the substrate of interest. Another achievement is that the screening of 
this library enabled the fast isolation of several lipases with a remarkable 10 times enhanced 
or reversed enantioselectivity for the resolution of (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate.  
The voxel map analysis revealed differences that could be linked to accessible volumes and 
by extension to entropy variations. However, to investigate further the role of both enthalpy 
and entropy contributions on the enantioselectivity of the BCL variants, we will need to 
determine experimentally these thermodynamic parameters.  
Finally, the semi-rational engineering strategy developed, which combines the use of classical 
and novel molecular modelling tools, enabled us to select a restricted number of double-
mutants (only 13) to construct. Out of this library, the best isolated variant displayed a 15 fold 
increased activity and a 10 times enhanced enantioselectivity. Although additional analyses 
are now necessary to give a comprehensive interpretation of the molecular factors involved in 
those enhancements, we can still conclude on the basis of the positive hit ratio (15 % of 
enhanced variants out of the screened library) that the followed semi-rational engineering 
strategy was fairly efficient. 
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V- Experimental Section 
 
V-1- Site directed mutagenesis  
 
Using the plasmid pFLAG-ATS-Lip-Hp as a template, the QuickChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA) was used according to the manufacturer’s 
instruction to introduce 19 other amino acids at positions 26625, 17 and  287. The primers 
employed are L17_forw (5’-CTC-GTG-CAC- GGG-XXX-ACG-GGC-ACC-GAC-3’) and 
L17_rev (5’-GTC-GGT-GCC-CGT-XXX-CCC-GTG-CAC-GAG-3’), where X corresponds 
to the 19 other amino acids (L17A_forw=GCC; L17A_rev=GGC; L17C_forw=TGC; 
L17C_rev=GCA; L17D_forw=GAC; L17D_rev=GCT; L17F_forw=TTC; L17F_rev=GAA; 
L17G_forw=GGC; L17G_rev=GCC; L17H_forw=CAC; L17H_rev=GTG; L17I_forw=ATC; 
L17I_rev=GAT; L17M_forw=ATG; L17M_rev=CAT; L17N_forw=AAC; L17N_rev=GTT; 
L17P_forw=CCC, L17P_rev=GGG; L17Q_forw=CAG; L17Q_rev=CTG; L17R_forw=CGC; 
L17R_rev=GCG; L17S_forw=AGC; L17S_rev=GCT; L17T_forw=ACC; L17T_rev=GGT; 
L17V_forw=GTC; L17V_rev=GAC; L17W_forw=TGG; L17W_rev=CCA; 
L17Y_forw=TAC; L17Y_rev=GTA; L17E_forw=GAG; L17E_rev=CTC; L17K_forw=AAG; 
L17K_rev=CTT). 
The primers employed for position L287 are L287_forw (5’-CG-AGC-TAC-AAG-TGG-
AAC-CAT-XXX-GAC-GAG-ATC-AAC-CAG-3’) and L287_rev (5’-CTG-GTT-GAT-CTC-
GTC-XXX-ATG-GTT-CCA-CTT-GTA-GCT-CG-3’) where XXX correspond to the codon of 
the other 19 amino acids (L287A_forw=GCC, L287A_rev=GGC; L287C_forw=TGC, 
L287C_rev=GCA; L287D_forw=GAC, L287D_rev=GTC; L287E_forw=GAG, 
L287E_rev=CTC; L287F_forw=TTC, L287F_rev=GAA; L287G_forw=GGC, 
L287G_rev=GCC; L287H_forw=CAC, L287H_rev=GTG; L287I_forw=ATC, 
L287I_rev=GAT; L287K_forw=AAG, L287K_rev=CTT; L287M_forw=ATG, 
L287M_rev=CAT; L287N_forw=AAC, L287N_rev=GTT; L287P_forw=CCC, 
L287P_rev=GGG; L287Q_forw=CAG, L287Q_rev=CTG; L287R_forw=CGC, 
L287R_rev=GCG; L287S_forw=AGC, L287S_rev=GCT; L287T_forw=ACC, 
L287T_rev=GGT; L287V_forw=GTC, L287V_rev=GAC; L287W_forw=TGG, 
L287W_rev=CCA; L287Y_forw=TAC, L287Y_rev=GTA). 
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Double-mutants were constructed following the same procedure used for single mutants 
construction. Mutant plasmids were used as template for site directed mutagenesis 
(QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit). Primers employed are the same as described 
above.  
Mutant plasmids were transformed into E. coli JM109 (Promega, Madison, WI)). Clones were 
stored in 15% glycerol (v/v) in cryotube vials (Nunc™Brand Products, Denmark) at – 20°C 
and they were used to inoculate culture in 96-deep-well microplate (Nunc™Brand Products, 
Denmark).  
 
V-2- Production of BCL variant in microplate scale  
 
Starter cultures in sterile 96-well microplates filled with 2x YT medium (150 µl) were 
inoculated using clones of wild-type or BCL variants (10 microliters) stored in cryotube. 
After 24h of growth at 30°C under horizontal shaking (250 rpm), starter cultures (100 µL) 
were used to inoculate sterile 96-deep-wells culture for protein production (ABgene, UK; 1.1 
mL 2x YT ; isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) at 0.01 mM supplied by Euromedex 
(France)). 
Theses cultures were grown at 30°C during 24h under agitation. Growth was measured by 
OD600nm after shaking to avoid settlement and the cells were then centrifuged at 3700 rpm for 
30 min at 4 °C. The pellets were resuspended in lysis buffer (200 µL; 100 mM Tris-HCl pH 
7.5, protease inhibitor cocktail tablet EDTA free (Roche Diagnostic, France), 1 mg/mL–1 
lysozyme (Euromedex), 5 µg/mL–1 DNaseI (Euromedex) and 1X BugBuster (Novagen, 
Germany), sonicated in a sonicating bath (4 cycles; 1 cycle: 2 min of sonication and 2 min on 
ice), and frozen at –80 °C over night. After thawing, crude extract were used to measure 
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V-3- Determination of hydrolytic activity on pNPB of BCL variants 
produced in microplate  
 
Clones were screened for their hydrolytic activity using an integrated robotic TECAN Genesis 
RSP-200 platform on para-nitrophenyl butyrate supplied by Sigma-Aldrich (pNPB) as 
substrate. Twenty microliters of the lipase extract diluted (v/v) in Tris-HCl buffer (100 mM, 
pH = 7.5) were mixed with Tris-HCl buffer (175 µL; 100 mM, pH = 7.5) and pNPB (5 µL; 40 
mM in solution in 2-methyl-2-butanol). pNPB consumption was measured at 405 nm on a 
VersaMax tunable microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) at 30 °C. One unit 
was defined as the amount of enzyme that released 1 µmol of p-nitrophenol per minute under 
these conditions. Activity measurements were performed once for each well. BCL is almost 
exclusively produced as inclusion bodies and only a small part of the enzyme is in the soluble 
fraction. The quantity of enzyme in soluble fraction varies between productions and the 
hydrolytic activity measured can thus be different. To overcome this problem, wild-type 
enzyme was produced in each deep-well plate and the hydrolytic activity of single variants 
was always compared to the wild-type enzyme of the same plate.  
The activity values obtained from deep-well cultures and Erlenmeyer flask cultures were 
compared. A positive correlation was found between the hydrolytic activities produced either 
by erlenmeyer or deep-well cultures (data not shown), in agreement with that previously 
reported for V266 variants.25  
 
V-4- Determination of BCL variants enantioselectivity toward hydrolysis 
of (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate  
 
V-4-1- Classical test  
 
When BCL variant were produced in erlenmeyer flasks using 2x YT medium (tryptone 16 
g/L, yeast extract 10 g/L, NaCl 5g/L) supplemented with ampicillin (100 µg per millilitre) 
using conditions previously reported25, a classical enantioselectivity test was used. Five 
hundred microliters of crude extract containing recombinant BCL was added to racemic 
substrate (250 µL; 50 mM in n-octane). The hydrolysis reaction was carried out at 30°C under 
magnetic stirring. The progress of the reaction was followed by sampling the reaction at 
regular intervals.  
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V-4-2- Miniaturized test 
 
For this test, hydrolysis reaction was carried out in 96-deep-well plates used for the enzyme 
production. After lipase hydrolytic activity measurement, (R,S)-2-chloro ethyl 2-
bromophenylacetate (100 µL; 50 mM in n-octane) were added into each well containing 
enzyme extract (180 µL). The deep-well plate was sealed with a thermosealing system 
(Thermofischer scientific, ALPS 50V) and the reactions were shaken at 800 rpm and 30°C in 
Infors Microtron. The reaction was stopped by addition of n-hexane/IPA (500 µL; 70/30; v/v) 
and the reaction medium was mixed, centrifuged at 13000 rpm during 5 min. The organic 
extract was analysed by chiral liquid chromatography 
 
V-5- HPLC analysis  
 
The chiral HPLC instrument was equipped with a chiral column [Chiralcel OJ-H (25 cm x 4.6 
mm), Daicel Chemical Industries Ltd, Japan] connected to a UV detector (at 254 nm). The 
following conditions were used: n-hexane/isopropanol 80:20, v/v ; flow rate of 1.0 mL.min-1 
at 40°C. 
 
V-6- Determination of conversions, substrate enantiomeric excess (e.e.s) 
and enantioselectivities (E values) 
 
The conversion was calculated from HPLC results using the following relationship: C=1-
[(R+S)t/(R+S)t0]*100. The substrate enantiomeric excess is calculated as: e.e.s = {[R]-
[S]}s/{[R]+[S]}s (s=substrate). Enantioselectivity value was determined as the ratio of the 
initial rate of (R)-enantiomer production versus the intial rate of (S)-enantiomer production : 
E-value=(viR/viS). Initial rates were determined, before 10% of substrate conversion, by 
linear regression over at least five points. For reaction on non-purified enzyme, E-value was 
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V-7- Purification and protein assay  
 
Enzyme was expressed in E. coli JM109 in fusion with a FLAG-peptide. This peptide was 
used then to purify the enzyme by immuno-affinity purification using ANTI-FLAG M2 
affinity gel (Sigma). Purification was made in batch. One volume of enzyme extract interacts 
with one volume of affinity gel during 1h at 4°C. One volume of gel was then washed by 36 
volumes of TBS (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH=7.4). Elution was made by interaction 
between gel and FLAG-peptide (Sigma) solved in TBS added 1% of triton X-100 
(Euromedex) and 1 % of Tween 20 (Sigma-Aldrich) at 300 µg/mL. One volume of gel 
interacts with one volume of elution solution during 5 min.  This step was performed three 
times. The assay of purified protein was made with a NanoDrop 1000 with 2 µL of solution. 
 
V-8- General procedure for the preparation of (R,S)-2-chloro ethyl 2-
bromophenylacetate (1) 
 
Compound 1 was synthesized according to the procedure previously described34, but using 2-
chloro ethanol as alcohol. 
 
V-8-1- Spectroscopic data  
 
Infrared spectra were recorded on a Perkin Elmer, 1310 infrared spectrophotometer. 1H and 
13C NMR spectra were recorded on a Bruker AC-200.1 (1H 200.1 MHz and 13C 50.3 MHz) 
spectrometer. 
V-8-2- (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1)  
 
Yield: 53 %. IR: 1750 and 1730 (νC=O), 1600 and 1475 (νC=C), 1280-1140 (νC-O) cm-1. 1H 
NMR (CDCl3), δ 3.65-3.71 (t, J=5.7Hz, 3H, -CH2-Cl), δ 4.35-4.45 (td, J=2.7 and 5.7 Hz, 2H, 
-OCH2CH2Cl), δ 5.40 (s, 1H, -CHBr), δ 7.33-7.59 (m, 5H, ArH). 13C NMR (CDCl3), δ 41.12 
(-CH2Cl), 46.31 (-CHBr), 65.75 (-OCH2-), 128.79(x2), 128.97(x2), 129.52, 135.43, 168.09 
(COO). Elemental anal. calcd. for C10H10O2BrCl: C, 43.49 ; H, 3.65 %. Found: C, 43.13 ; H, 
3.46 %. 
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VI- Computational Methods 
 
VI-1- MD calculations  
 
All MD simulations were carried out using the AMBER 9 suite of programs35 and the all-
atom ff03 force field.36, 37 The starting model of Burkholderia cepacia lipase was derived 
from the high-resolution crystal structure of BCL in an open conformation, available from the 
Protein Data Bank (PDB: 3LIP).27 The calcium ion which plays a structural role in BCL was 
conserved in the model and appropriately parameterized according to prior work.38 Four Na+ 
cations were added to neutralize the protein. Models of BCL mutants were constructed from 
wild-type BCL X-ray structure using the Biopolymer module of Sybyl7.3 (Tripos). MD 
simulations were performed in explicit solvent at water/octane interface using a procedure 
previously described.26 The simulations were carried out for a total of 20 ns at constant 
temperature and pressure conditions, using the Berendsen algorithm with a coupling constant 
of 2 ps for both parameters. Electrostatic interactions were calculated using the Particle-Mesh 
Ewald method39 with a non-bonded cutoff of 10 Å. All bonds involving hydrogen atoms were 
constrained with the SHAKE algorithm40, permitting the use of 2-fs time steps to integrate the 
equations of motion. Center of mass translational and rotational motion was removed every 
6000 MD steps to avoid methodological problems described by Harvey et al.41 The 
trajectories were extended, as noted above, to 20 ns, and conformations of the system were 
saved every 0.4 ps for further analysis. Trajectories analysis was carried out using the Ptraj 
module of the AMBER 9 package.35 The root mean square deviation (RMSD) was calculated 
for the protein backbone atoms using least squares fit. Atomic positional fluctuations (∆ri2) of 
backbone were calculated. A mass-weighted average value was then calculated for each 
residue. These parameters are related to the B-factors through the following relationship: 
Bi = 8π2 <∆ri2> 
         3 
The simulated B-factors were calculated using the coordinates of the 20ns trajectories. 
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VI-2- Covalent docking of substrates  
 
Starting coordinates were extracted from the crystal structure of B. cepacia lipase (PDB: 
3LIP) to generate models of wild-type BCL and its variants. Models of BCL mutants were 
constructed by replacing in silico the target amino acid (L17 or V266) with either L17S, 
L17M or V266G mutation using the Biopolymer module of InsightII software package 
(Accelrys, san Diego). The conformation of the mutated residue side chain was optimized by 
manually selecting a low-energy conformation from a side-chain rotamer library. Steric 
clashes (van der Waals overlap) and non-bonded interaction energies (Coulombic and 
Lennard-Jones) were evaluated for the different side-chain conformations. 
The tetrahedral intermediates of both the R- and the S-form of the (R,S)-2-chloro ethyl 2-
bromophenylacetate (1) were generated using InsightII. Energy minimization of each 
substrate was performed to generate low-energy starting conformation with suitable bond 
distances and angles. Starting from these initial structures, the conformational space 
accessible by the substrate covalently bound to the catalytic serine (Ser 87) in a tetrahedral 
form was investigated using the automated flexible docking program FlexX42, 43 (Biosolveit). 
All parameters were set to the standard values as implemented in Version 3.1.1. FlexX uses a 
fast algorithm for the flexible docking of small ligands into fixed protein binding sites using 
an incremental construction process of the ligand43. The docking region was defined to 
encompass all protein amino acids for which at least one heavy atom was located within a 
6.5Å radius sphere, whose origin was located at the centre of mass of catalytic Ser 87. All 
crystallographic bound waters were removed prior to docking. Hydrogen atoms were added to 
the protein using standard Sybyl (Tripos) geometries. Residues were kept fixed in their 
crystallographic positions in all docking experiments. For each docking, the top 30 solutions 
corresponding to the best FlexX scores were retained.  
 
VI-3- Calculation of enantiomer trajectories  
 
To allow the displacement of the substrates along the active site path, the covalent bond 
between the catalytic serine and the carbon of the substrate carbonyl function was broken to 
create two separate molecular entities. The hybridization of the carbonyl function was 
corrected from sp3 to sp2 to generate the molecular models used to search for trajectories. 
Chapitre IV : Contrôle de l’énantiosélectivité d’une lipase par ingénierie du site de liaison du substrat et du canal d’accès 
 
184  
Starting from the docked position, enantiomer trajectories were computed using Biomove3D 
integrated path planner16, 24, going from the bottom towards the entrance of the active site.  
Within BioMove3D, both the lipase and the substrate are modelled as polyarticulated 
mechanisms, whose motion is restricted by geometric constraints such as steric clash 
avoidance between spherical atoms with (a percentage of) van der Waals radii. The substrate 
is considered entirely flexible and all protein side-chains that are required to move during the 
computation of the pathway can do it freely. The ML-RRT (Manhattan-Like Rapidly-
exploring Random Tree) algorithm24 is used to explore the conformational space. This 
algorithm considers two sets of parameters -active and passive-, which are treated in a 
decoupled manner. Active parameters consider the location and the internal torsions of the 
ligand and they are treated at each iteration of the algorithm. Passive parameters take into 
account the torsion angles of the protein side-chains and they only need to be treated when 
such side-chains hinder the motion of active parts or other passive parts. Therefore, the 
algorithm favours the ligand motion and determines the protein side-chains which must move 
to allow the ligand progression in the catalytic pocket of the protein. Of note, although the 
active and passive parts move alternately in the path computed by the ML-RRT algorithm, a 
randomized path smoothing post-processing is performed in the composite configuration 
space of all parameters, so that simultaneous motions are obtained in the final path. For each 
enzyme-enantiomer pair, the search tree generated by the ML-RRT algorithm was embedded 
in a three-dimensional data structure called voxel map. The procedure used to construct the 
voxel maps is identical to that described in our earlier report.30 Visualization and graphics 
were done using VMD44 and PyMol45 softwares. 
 
VI-4- Equipment  
 
Biomove3D calculations, molecular constructions and graphic displays were performed on an 
Intel Pentium4 PC with a 3.2GHz processor. MD calculations were carried out at the 
Computing center of Region Midi-Pyrénées (CALMIP, Toulouse, France) and on the linux-
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Dans cette étude, nous nous sommes fixés comme objectifs de déterminer l’énantiosélectivité 
d’une banque de variants mutés sur des positions ciblées par les techniques de modélisation 
moléculaire développées dans le chapitre II, d’identifier les facteurs responsables de 
l’énantiosélectivité et d’utiliser dans la mesure du possible ces informations pour proposer la 
construction de mutants améliorés.  
 
Tout d’abord, une banque de 57 mono-mutants (3*19) a été construite sur les positions Leu17, 
Val266 et Leu287 qui ont été remplacées systématiquement par tous les acides aminés 
possibles afin d’explorer au mieux l’effet des modifications de la poche de liaison du substrat 
au niveau de ces trois positions. Les positions Leu17 et Val266 correspondant au goulot 
d’étranglement, ont été mises en évidence dans le chapitre II. La position Leu287 a été choisie 
de manière à évaluer le rôle possible de résidus localisés le long du canal d’accès au site actif 
mais assez éloigné de celui-ci.  
 
La librairie a ensuite été criblée par rapport à son activité hydrolytique envers le para-
nitrophénol butyrate (pNPB) (criblage mis au point dans le chapitre II) puis par rapport à son 
énantiosélectivité envers le substrat d’intérêt ((R,S)-2 bromophényl acétate de 2-chloro-
éthyle). Trois mutants ont été sélectionnés  par rapport à leur variation d’énantiosélectivité 
(Leu17Ser, Leu17Met et Val266Gly).  Le crible miniaturisé sur l’énantiosélectivité développé 
au cours de ce travail est robuste et fiable et permet l’isolement des variants d’intérêt. 
Cependant, les résultats de criblage obtenus sur les deux substrats sont très différents comme 
on peut le voir sur la Figure 46. Ces résultats montrent qu’il est absolument nécessaire de 
développer un crible spécifique de la transformation du substrat d’intérêt pour assurer 
l’isolement de variants d’intérêt.  
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Figure 46 : Activité hydrolytique relative des mutants de la position Leu 17 par rapport à 
l’enzyme sauvage. Les activités hydrolytique sont présentées pour deux substrats : le para-
nitrophénol butyrate (pNPB) et le substrat racémique : (R,S)-2 bromophényl acétate de 2-
chloro-éthyle (phBrEtCl). 
 
Les valeurs d’énantiosélectivité obtenus à partir des essais miniaturisés donnent une bonne 
indication des propriétés de chaque variant mais doivent cependant être considérées avec 
précaution et confirmées par des essais réalisés à plus grande échelle. Pour cela, les mutants 
sélectionnés ont été produits et purifiés jusqu’à homogénéité. L’activité spécifique des 
mutants Leu17Ser et Leu17Met est augmentée d’un facteur 4 et 5 respectivement et leur 
énantiosélectivité envers le substrat (R,S)-2 bromophényl acétate de 2-chloro-éthyle d’un 
facteur 10. Le mutant Val266Gly présente, quant à lui, une activité spécifique similaire à celle 
de l’enzyme sauvage avec cependant une inversion de l’énantiosélectivité. Ces résultats sont 
remarquables compte-tenu de la taille réduite de la banque criblée. Ils confirment l’intérêt de 
l’approche que nous avons développée pour identifier les cibles. 
 
Une analyse détaillée des interactions protéines-substrats a ensuite été réalisée à partir des 
modèles des mutants. Au préalable, des simulations de dynamique moléculaire ont été 
conduites en solvant explicite à l’interface eau/octane pour vérifier la stabilité des mutants et 
montrer que l’enzyme sauvage comme les variants adoptent une conformation ouverte active 
à l’interface. 
Les intermédiaires tétraédriques des deux énantiomères ont ensuite été construits par arrimage 
covalent dans le site actif de l’enzyme sauvage et de chaque mutant. L’analyse des complexes 
et des scores d’arrimage est globalement satisfaisante pour évaluer qualitativement 
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l’énantiosélectivité. Par contre, les différences de score observées pour les différents mutants 
ne corrèlent pas de manière satisfaisante avec l’énantiosélectivité expérimentale. Plusieurs 
facteurs peuvent expliquer ce résultat : toutes les positions d’arrimage ne sont peut-être pas 
explorées, les complexes sont construits à partir des modèles de mutant et non des structures 
expérimentales, la fonction de scoring employée n’est peut-être pas adaptée. Une autre 
hypothèse est aussi que dans cette approche, seul l’arrimage au fond de la poche est pris en 
compte en négligeant totalement l’accès à cette position.  
 
Pour évaluer les contraintes et les effets de l’accès, une nouvelle version du logiciel 
Biomove3D a permis de calculer des cartes de voxels qui fournissent des informations sur 
l’exploration de l’espace parcouru par le substrat depuis le fond du site actif jusqu’à la surface 
de la protéine. Cette représentation permet de visualiser les volumes explorés par les deux 
énantiomères et de les comparer. Ces cartes de voxels sont colorées par ordre chronologique 
de génération et il est donc possible d’identifier les régions que le substrat atteint en premier. 
Dans le cas de l’enzyme sauvage, la distribution obtenue est plus étroite pour l’énantiomère S 
qu’elle ne l’est pour l’énantiomère R. Cela reflète les contraintes lors du passage du goulot 
d’étranglement. De plus, l’énantiomère R sort plus vite du site actif que l’énantiomère S ce qui 
est en accord avec la conversion plus rapide de l’énantiomère R observée expérimentalement. 
Pour le mutant Val266Gly, les cartes de voxels montrent que la mutation introduite facilite la 
sortie de l’énantiomère S par rapport à l’enzyme sauvage. De plus, la mutation Val266Gly 
crée une seconde poche qui est explorée sans succès par l’énantiomère R résultant en une 
augmentation du temps de calcul pour trouver une solution.  
Pour le mutant Leu17Ser, les cartes de voxels reflettent une sortie plus rapide de 
l’énantiomère R, comparée à la carte de l’enzyme sauvage pour le même énantiomère. En 
revanche concernant l’énantiomère S, les cartes de voxels pour l’enzyme sauvage et le mutant 
Leu17Ser sont très comparables. Ces observations sont en accord avec les vitesses initiales 
déterminées expérimentalement même si elles ne permettent pas d’estimer quantitativement 
l’énantiosélectivité. La représentation des calculs de trajectoires sous la forme de carte de 
voxel permet d’approcher les volumes accessibles aux différents énantiomères qui pourraient 
éventuellement être corrélé à l’entropie de l’état transition et ainsi intervenir dans 
l’énantiosélectivité du catalyseur. Les caractérisations biochimiques que nous avons réalisées 
ne nous permettent cependant pas de valider ces hypothèses et il faudrait avoir recours à des 
analyses supplémentaires pour estimer la contribution des termes enthalpique et entropique 
sur l’énantiosélectivité dans le cas des modèles que nous étudions. 




L’analyse des mutants par modélisation moléculaire a guidé le choix des recombinaisons 
(nature et position des acides aminés), l’objectif étant de gêner davantage l’accès d’un 
énantiomère par rapport à l’autre. Treize double-mutants ont été construits, parmi lesquels 
deux mutants (Leu17Met/Val266Met, Leu17Ser/Leu287Ile) sont à la fois 13 plus 
énantiosélectifs et jusqu’à 15 fois plus actifs (Leu17Ser/Leu287Ile) que l’enzyme sauvage 
(Tableau 11). Ces fortes améliorations révèlent l’intérêt de la méthodologie que nous 
proposons pour guider l’ingénierie de BCL par la construction de librairies focalisées et ainsi 
































De manière générale, l’influence de la topologie du site actif d’une enzyme sur l’accessibilité 
du substrat et l’acte catalytique a été très peu étudiée dans la littérature. Une des raisons tient 
à l’absence de méthodes tant expérimentales que théoriques permettant l’étude du rôle de 
l’accès d’un substrat sur une réaction. Néanmoins, même si son influence est encore mal 
appréhendée, l’accessibilité au site actif est un facteur de plus en plus considéré dans la 
compréhension des mécanismes réactionnels enzymatique, notamment lorsque les sites actifs 
sont situés dans une cavité de la protéine1, 2.  
 
Dans ce contexte, mes travaux de thèse ont eu pour objectif d’améliorer notre compréhension 
de l’énantiosélectivité de la lipase de B. cepacia, une enzyme qui présente un site actif éloigné 
de la surface de la protéine et particulièrement contraint. Pour traiter le problème, nous avons 
fait le choix de confronter, tout au long de notre étude, les données expérimentales sur 
l’énantiosélectivité à des résultats de modélisation moléculaire. Notre investigation a donc 
débuté par la détermination de l’énantiosélectivité de l’enzyme envers des substrats de 
structure différente et, en parallèle, par la modélisation des trajectoires de ces substrats. Les 
jeux de données virtuelles et expérimentales ont ensuite été confrontés. Avant de conclure sur 
les résultats de cette première partie de l’étude, il est important de faire le point sur l’approche 
in silico qui a été développée et appliquée à notre modèle d’étude. 
 
Modélisation des trajectoires d’accès des énantiomères 
Un des aspects novateur de l’étude a en effet été de modéliser les trajectoires de chacun des 
énantiomères, R et S, de racémiques à l’intérieur du site actif de BCL. Pour cela, un nouveau 
logiciel appelé Biomove3D utilisant des algorithmes de planification de mouvements issus de 
la robotique, a été développé en collaboration avec le LAAS-CNRS. Cette approche permet 
de réaliser une exploration géométrique de l’espace conformationnel accessible par le substrat 
au sein d’un environnement contraint tel que le site actif d’une enzyme.  
Un des atouts de cette méthodologie est qu’elle permet de prendre en compte la flexibilité du 
substrat et des chaines latérales de la protéine au cours de la recherche des trajectoires. 
L’efficacité de cette approche en termes de temps de calcul (de l’ordre de la minute sur un PC 
monoprocesseur pour le calcul d’une trajectoire) autorise un échantillonnage rapide et large 
des chemins géométriquement faisables. Ainsi, nous avons pu montrer que la distribution des 
trajectoires des énantiomères S dans BCL était bien plus restreinte que celle des énantiomères 
R pour les substrats de type acides 2-substitués étudiés. Ces conclusions soutiennent 
l’hypothèse d’un accès au site actif facilité pour les enantiomères R. Un autre avantage de 
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cette méthode est la présence d’un détecteur de collisions inter-atomiques intégré au logiciel 
qui permet d’identifier les acides aminés entrant fréquemment en contact avec le substrat lors 
de sa sortie du site actif. Cette analyse de contacts combinée à celle de la distribution des 
trajectoires a permis de mettre en évidence le rôle majeur du goulot d’étranglement, formé par 
la leucine 17 et la valine 266, et restreignant de façon sélective le passage et le positionnement 
des énantiomères vers le site catalytique. 
Toutes ces caractéristiques font de Biomove3D un logiciel unique pour l’étude des trajectoires 
de substrats à l’intérieur d’enzymes à site actif enfoui. Récemment, une approche a été 
proposée par Damborsky et coll. pour identifier les tunnels d’accès de protéines à site actif 
enfoui. A la différence de Biomove3D, ce logiciel nommé CAVER3 permet une exploration 
systématique de l’intérieur d’une protéine à l’aide des sondes de tailles variables tout en  
considérant rigides les structures moléculaires. Dans cette approche, la flexibilité moléculaire 
ne peut être traitée qu’indirectement par application de la technique à un jeu de structures 
issues par exemple de simulations de dynamique moléculaire. Il est à noter que cette approche 
permet une prédiction géométrique des tunnels d’accès mais sans toutefois prédire les voies 
de cheminement du substrat vers le site catalytique d’une enzyme, puisque ce dernier n’est 
jamais pris en compte. 
 
Suite à cette étude préliminaire, notre volonté a été d’éprouver la fiabilité des prédictions en 
construisant des mutants ciblant les acides aminés identifiés par Biomove 3D. Ne disposant de 
système adapté au criblage de librairie de mutants, il a fallu identifier un système d’expression 
approprié et l’évaluer dans des conditions de micro-cultures. 
 
Système d’expression et de purification de BCL 
Les gènes lip et hp (lipase et protéine chaperonne) ont donc été clonés dans différents vecteurs 
d’expression et placés sous le contrôle de différents promoteurs afin d’atteindre des niveaux 
d’activité lipase compatibles avec une détection rapide à l’échelle microplaque. Au total, 4 
constructions ont été testées : i) pBAD-OmpA-Lip-Hp, ii) pBAD-THIO-OmpA-Lip-Hp, iii) 
pET-OmpA-Lip-Hp et iv) pFLAG-ATS-Lip-Hp. Seul le plasmide pFLAG-ATS-Lip-Hp a 
permis d’obtenir, après optimisation des conditions d’expression, le plus haut niveau 
d’activité lipase sous forme soluble jamais décrit dans la littérature concernant BCL (6807 
U/L de culture). Les conditions d’expression ont ensuite été adaptées avec succès à 
l’expression à l’échelle microplaque de l’enzyme afin de faciliter la production et le criblage 
des mutants. Cependant, même si ce système d’expression a permis de poursuivre nos 
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investigations, il présente toujours des limites. En particulier, les niveaux d’activité obtenus 
restent encore faibles et le problème de la formation des corps d’inclusion n’a été que 
partiellement solutionné. Il est possible que ces niveaux d’expression puissent être augmentés 
par une sur-production de la protéine chaperonne. Pour cela, nous pourrions envisager de 
placer le gène hp sous le contrôle d’un autre promoteur sur le même plasmide ou de 
transformer une souche avec un plasmide dédié spécifiquement à son expression. 
Le système d’expression de BCL ayant été développé, nous avons pu initier la construction 
des mutants sur les positions sélectionnées : Val 266 et Leu 17 définissant le goulot 
d’étranglement de BCL et Leu 287, une position éloignée des résidus catalytiques et située à 
la surface de la protéine.  
 
Construction des mutants, criblage et énantiosélectivité 
Par mutagénèse dirigée, les trois positions ciblées ont été remplacées systématiquement par 
les 19 autres acides aminés possibles afin d’explorer de manière exhaustive les variations sur 
ces positions. Une librairie de 57 mutants a ainsi été créée et criblée sur l’activité hydrolytique 
du pNBP et également sur l’énantiosélectivité par rapport à l’hydrolyse du substrat modèle, le 
(R,S)-2 bromophényl acétate de 2-chloro-éthyle. Le premier crible développé sur l’hydrolyse 
du pNPB a permis de vérifier la capacité des mutants construits à réaliser l’hydrolyse de 
liaisons esters. Néanmoins, les résultats d’activité des mutants obtenus par ces deux cribles se 
sont révélés considérablement différents. Les mutants les plus actifs envers le substrat pNPB 
n’ont pas été les plus actifs et énantiosélectifs vis-à-vis du substrat racémique, ce qui montre 
l’importance de la mise au point d’un crible spécifique à chaque type de réaction et de 
substrats considérés. La justesse de la réflexion de Frances Arnold, pionnière de l’évolution 
dirigée d’enzymes dans les années 90, « You get what you screen for », a encore une fois été 
vérifiée au cours de cette étude.  
 
Le criblage sur l’énantiosélectivité a permis d’isoler des mutants présentant une amélioration 
ou une inversion de l’énantiosélectivité par rapport à l’enzyme sauvage. Cependant, les 
réactions en microplaque permettant la détermination de l’énantiosélectivité sont longues (de 
l’ordre de 48h). Il en résulte une évaporation du solvant organique dans lequel le substrat est 
solubilisé  ce qui introduit des erreurs lors du suivi de l’hydrolyse du substrat par BCL. Ce 
problème pourrait être en partie réglé par l’utilisation d’un solvant organique moins volatile 
que l’octane. Par contre, le substrat est moins soluble dans ce type de solvant organique.  
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Les valeurs d’énantiosélectivité obtenues à partir de ces essais miniaturisés fournissent donc 
une indication qualitative des propriétés de chacun des variants mais doivent cependant être 
considérées avec précaution et confirmées par des essais réalisés à plus grande échelle. Pour 
cela, les mutants sélectionnés ont été produits et purifiés jusqu’à homogénéité. L’activité 
spécifique des mutants Leu17Ser et Leu17Met pour le substrat (R,S)-2 bromophényl acétate 
de 2-chloro-éthyle a été augmentée d’un facteur 4 et 5 respectivement et leur 
énantiosélectivité d’un facteur 10 par rapport à BCL sauvage. Le mutant Val266Gly présente, 
quant à lui, une activité spécifique similaire à celle de l’enzyme sauvage avec cependant une 
inversion de l’énantiosélectivité.  
Une étude par modélisation moléculaire des mutants d’intérêt a ensuite été réalisée afin de 
tenter de comprendre l’origine des améliorations observées expérimentalement.  
 
Vers une compréhension des résultats d’énantiosélectivité et du rôle de l’accès 
des énantiomères au site catalytique 
 
L’analyse des mutants d’intérêt a débuté par la modélisation des intermédiaires tétraédriques 
des deux énantiomères par arrimage covalent dans le site actif de l’enzyme sauvage et de 
chacun des mutants. Les scores d’arrimage corrèlent qualitativement avec l’énantiosélectivité. 
Par contre, les différences de scores entre les deux énantiomères pour les différents mutants 
ne sont pas en accord avec l’énantiosélectivité déterminée expérimentalement.  
Afin d’évaluer l’influence des mutations sur le déplacement du substrat dans le site actif, de 
nouveaux développements algorithmiques permettant le calcul de cartes de voxels, ont été 
intégrés au logiciel Biomove3D. Cette représentation fournit des informations sur l’espace 
exploré par chacun des énantiomères depuis le fond du site actif jusqu’à la surface de la 
protéine. Ces cartes de voxels sont colorées par ordre chronologique de génération et 
permettent donc d’ajouter une composante cinétique sur la sortie du substrat. La comparaison 
des cartes obtenues pour les différents mutants d’intérêt et BCL sauvage a permis d’évaluer 
l’influence des mutations sur le volume accessible par chacun des énantiomères. Pour les cas 
considérés, l’analyse des cartes de voxels indique que les contraintes d’accès corrèlent assez 
bien avec l’énantiosélectivité expérimentale. Cette représentation est tout à fait novatrice et 
n’avait pas de précédent dans la littérature. Elle permet d’approcher les volumes accessibles 
aux différents énantiomères qui pourraient éventuellement être corrélés à l’entropie de l’état 
transition et ainsi intervenir dans l’énantiosélectivité du catalyseur. Les caractérisations 
biochimiques que nous avons réalisées ne nous permettent cependant pas de valider ces 
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hypothèses car il faudrait avoir recours à des analyses supplémentaires pour estimer la 
contribution des termes enthalpique et entropique sur l’énatiosélectivité dans le cas des 
modèles que nous étudions. Ces paramètres thermodynamiques n’ont pu être déterminés pour 
plusieurs raisons. Tout d’abord, des expériences d’ITC ne sont pas envisageables étant donné 
que le substrat et l’enzyme sont solubles dans deux phases non-miscibles. La seconde solution 
aurait été de tracer l’évolution du logarithme de l’énantiosélectivité en fonction de l’inverse 
de la température en accord avec les travaux d’Ottosson et coll.4. Cependant, nous n’avons 
pas disposé de suffisamment de temps pour pouvoir analyser par ce biais les différents 
mutants. Ces analyses devront être considérées dans l’avenir et si possible être conduites avec 
des énantiomères purs.  
 
Pour les même raisons, nous n’avons pas pu confirmer de manière irréfutable  le rôle de 
l’accès des substrats sur l’énantiosélectivité. En effet, si les difficultés d’accès sont corrélées à 
l’énantiosélectivité, les constantes d’association et dissociation du substrat devraient être 
modifiées. Pour valider le modèle, il faudrait donc démontrer que l’accès est limitant sur le 
plan cinétique en procédant aux déterminations de Km apparent et de calcul des constantes de 
dissociation pour chacun des énantiomères. Ceci pourrait permettre de préciser les limites de 
la théorie de l’état stationnaire lorsqu’il concerne des réactions lentes catalysées par des 
enzymes possédant un site actif enfoui et montrerait que les états de transitions et l’acte 
purement catalytique ne sont pas les seuls impliqués dans l’énantiosélectivité. 
 
D’autre part pour améliorer les prédictions, il faut poursuivre le développement du logiciel 
Biomove3D. Actuellement, il permet le calcul des trajectoires inverse aux trajectoires d’entrée 
du substrat. Ceci est lié à la difficulté du choix de positionnement du substrat à l’extérieur du 
site actif pouvant conduire à l’obtention d’un positionnement productif (compatible avec la 
catalyse) du substrat à l’intérieur du site actif. De plus, le calcul des trajectoires effectué 
actuellement est uniquement basé sur une approche géométrique. Il sera important 
d’incorporer une fonction énergétique à cette approche de manière à prendre en compte les 
interactions électrostatiques ou hydrophobes, ces interactions attractives ou répulsives 
pouvant être à l’origine d’une modification de la trajectoire. De plus, le logiciel que nous 
avons utilisé nous a conduits à négliger une partie de la dynamique fonctionnelle de notre 
modèle liée au mouvement du volet amphiphile de BCL. Ce mouvement est fortement 
suspecté et l’on peut supposer qu’il intervient aussi dans la cinétique et la sélectivité 
observées au cours de la catalyse. Pour pouvoir, à terme prendre en compte ces mouvements 
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d’assez grande amplitude, nous nous sommes donc aussi intéressés à la dynamique du volet 
amphiphile de la lipase de B. cepacia. Des simulations de dynamique moléculaire ont été 
réalisées qui ont permis de mettre en évidence pour la première fois les réarrangements 
conformationnels majeurs se produisant chez cette lipase sous l’influence du solvant. Ces 
travaux auxquels j’ai participé sont présentés dans l’article 4 fourni en annexe. Ces 
mouvements sont actuellement modélisés par Biomove3D, ce qui devrait permettre à terme 
d’affiner davantage la simulation des trajectoires  
 
Dans sa configuration actuelle, Biomove 3D nous a cependant permis d’effectuer un pré-
filtrage et de sélectionner très rapidement des mutants et donc de proposer une méthodologie 
globale pour la construction par ingénierie de mutants plus énantiosélectifs. 
 
Intérêt de l’ingénierie enzymatique 
Nous avons utilisé une approche d’ingénierie rationnelle pour modifier l’énantiosélectivité de 
BCL. Pour cela, nous avons construit dans un premier temps une banque de 57 mono-mutants 
au sein de laquelle le mutant Val266Gly présente une inversion d’énantiosélectivité, les 
mutants Leu17Ser et Leu17Met présentant une amélioration de l’énantiosélectivité d’un 
facteur 10 qui est accompagnée d’une augmentation d’un facteur 4 à 5 de l’activité spécifique. 
En comparaison des résultats publiés pour des études comparables, ces valeurs sont 
remarquables. Au cours de cette étude, nous avons dans un premier temps collecté un jeu de 
données (expérimentales et théoriques) important sur l’effet de monomutations sur 
l’énantiosélectivité de BCL pour la résolution cinétique du substrat racémique (R,S)-2 
bromophényl acétate de 2-chloro-éthyle. La confrontation des résultats expérimentaux et des 
analyses in silico sur la première banque de 57 mono-mutants a ensuite été utilisée pour 
guider le choix des recombinaisons de mutations par paires sur les 3 positions initialement 
étudiées (17, 266 et 287), l’objectif étant de perturber davantage l’accès d’un énantiomère par 
rapport à l’autre.  
L’exploration systématique de ces 3 positions par paires aurait conduit à la construction de 
1200 mutants. Nos travaux ont donc permis de réduire considérablement la taille de la banque 
à construire à seulement 13 double-mutants. Parmi eux, 2 double-mutants 
(Leu17Met/Val266Met et Leu17Ser/Leu287Ile) ont révélé des améliorations 
impressionnantes de leur activité (x15) et énantiosélectivité (x13)  vis-à-vis du substrat 
racémique par rapport à l’enzyme sauvage. Il est à noter que l’énantiosélectivité de BCL a été 
considérablement modulée par la nature de l’encombrement stérique de l’acide aminé 
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introduit en position 287. Cette position se situant en amont de la triade catalytique et 
n’intervenant pas dans la stabilisation du substrat en position catalytique. Ces résultats 
confortent nos conclusions sur le rôle de l’accès dans l’énantiosélectivité. 
 
Au terme de notre étude, parmi les 13 double-mutants construits, 15 % présentent à la fois une 
augmentation de l’activité spécifique et une valeur d’énantiosélectivité supérieure à 150. Ces 
résultats démontrent l’intérêt de la méthodologie proposée combinant analyse structurale, 
modélisation moléculaire, ingénierie des protéines et caractérisation biochimique à 
microéchelle. Pour améliorer, valider plus largement l’intérêt de notre procédure et la faire 
évoluer en poursuivant l’identification de ses limites, il faut appliquer l’approche à d’autres 
enzymes à site actif enfoui. Deux modèles ont été choisis et les travaux ont été initiés. Il s’agit 
de la lipase B de Candida antarctica, qui présente un site actif encore plus contraint que celui 
de BCL et d’une transglucosidase, l’amylosaccharse de N. polysaccharea  qui utilise un 
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I- Culture de microorganismes 
I-1- Souches 
 
Les souches d’Escherichia coli citées dans le Tableau 12 ont été utilisées pour l’expression du 
gène lip codant pour la lipase de Burkholderia cepacia ATCC21808 (BCL) et du gène hp 
codant pour une protéine chaperonne nécessaire au repliement et à la sécrétion de BCL. La 
souche E. coli DH5α a été utilisée pour l’expression du plasmide pT-OmpA-Lip-Hp. La 
souche E. coli TOP 10 quant à elle a été utilisée dans les kits ″TOPO TA Cloning″ et ″TOPO 
TA Thiofusion Cloning″. La souche E. coli BL21(DE3)StarTM a servi pour l’expression du 
plasmide dérivé du vecteur d’expression pET-21a(+) et la souche E. coli JM109 pour 
l’expression du plasmide dérivé du vecteur d’expression pFLAG-ATS. 
 
Tableau 12 : Souches de E. coli utilisées pour l’expression du gène lip codant pour la lipase 
de Burkholderia cepacia ATCC21808 (BCL) et du gène hp codant pour une protéine 
chaperonne nécessaire au repliement et à la sécrétion de BCL. 
 
Souches Génotypes Fournisseur
E. coli DH5α Fφ80 dlacI 
qZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 
endA1 hsdR17(r-k,m+k) phoA supE44 λ-1 thi-1 gyrA96 relA1 Gibco 
E. coli TOP10 
F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 




BL21(DE3)StarTM ompT hsdSB (rB
-mB-) gal dcm rne131 (DE3) Novagen 




Dans le tableau 13 sont listés les vecteurs commerciaux ainsi que les plasmides construits au 
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Tableau 13 : Liste des vecteurs/plasmides utilisés ou construits au cours de l’étude. 
 
Plasmides Taille (pb) Caractéristiques 
Références / 
Fournisseur 
pCYTEXP1 4985 Résistance à l’ampicilline; Promoteur fort λPRL inductible à la température 
1 
pT-OmpA-Lip-Hp 7416 
Gènes lip et hp insérés sous forme d’opéron 
dans le vecteur pCYTEXP1; séquence signal 
OmpA en 5’ du gène lip facilitant le transport 
périplasmique de la lipase 
2 
[pBad/ TOPO] 4126 
Résistance à l’ampicilline; promoteur 
arabinose; Epitope V5 et étiquette 




Résistance à l’ampicilline; promoteur 
arabinose; Epitope V5 et étiquette 
polyhistidine en fusion en 3’; Thioredoxine en 
fusion en 5’ 
Invitrogen 
pBAD-OmpA-Lip-Hp 6191 
Gènes lip et hp insérés sous forme d’opéron 
dans le vecteur pBad/TOPO; séquence signal 
OmpA en 5’ du gène lip; étiquette 
polyhistidine en 3’ réprimée par insertion d’un 
codon stop à la fin du gène hp amplifié par 




Gènes lip et hp insérés sous forme d’opéron 
dans le vecteur pBad/TOPO Thiofusion; 
séquence signal OmpA en 5’ du gène lip; 
étiquette thioredoxine en 5’ de la séquence 
signal OmpA; étiquette polyhistidine en 3’ 
réprimée par insertion d’un codon stop à la fin 
du gène hp amplifié par PCR (voir Amorces) 
3 
pET-21a(+) 5443 
Résistance à l’ampicilline ; promoteur T7; 
Etiquettes T7 en fusion en 5’et polyhistidine 
en fusion en 3’ 
Novagen 
pET-OmpA-Lip-Hp 7866 
Gènes lip et hp insérés sous forme d’opéron 
dans le vecteur pET-21a(+); séquence signal 
OmpA en 5’ du gène lip; étiquette T7 éliminée 
par le clonage de l’insert OmpA-Lip-Hp à 
l’aide du site de restriction NdeI; étiquette 
polyhistidine en 3’ réprimée par insertion d’un 
codon stop à la fin du gène hp amplifié par 
PCR (voir Amorces) 
3 
pFLAG-ATS 5408 
Résistance à l’ampicilline ; promoteur tac; 
séquence signal OmpA et peptide FLAG en 
fusion en 5’ et étiquette polyhistidine en 
fusion en 3’ 
Sigma 
pFLAG-ATS-Lip-Hp 7805 
Gènes lip et hp insérés sous forme d’opéron 
dans le vecteur pFLAG-ATS; étiquette 
polyhistidine en 3’ réprimée par insertion d’un 
codon stop à la fin du gène hp amplifié par 
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I-3- Conditions de cultures 
 
 
Les souches d’E. coli ont été cultivées sur milieux Luria Bertani (LB) ou 2x YT. Ces milieux 
ont été utilisés tels quels pour le stockage des souches ou pour les cultures. Pour les milieux 
solides, 20 g/L d’agar ont été rajoutés.  
 
Composition LB 2x YT 
Bactotryptone 10 g/L 16 g/L 
Extrait de levures 5 g/L 10 g/L 
NaCl 9 g/L 5 g/L 
 
Lorsque les cellules E. coli sont transformées avec les différents plasmides cités ci-dessus, les 
milieux utilisés ont été supplémentés en ampicilline (100 µg/ml). 
 
I-4- Conservation des souches 
 
 
Les souches d'E. coli ont été conservées à 4°C sur milieu solide ou à –80°C dans un milieu 
liquide LB ou 2x YT contenant 15 % (v/v) de glycérol. 
 
I-5- Préparation de cellules chimio-compétentes 
 
 
Les souches d’E. coli ont été rendues compétentes par traitement au diméthylsulfoxide 
(DMSO) selon le protocole établi par Inoue et coll. 4. Les cellules à traiter sont cultivées à 18° 
C dans 50 mL de milieu SOC, jusqu’à ce que l’absorbance à 600 nm atteigne une valeur de 
0,6. Les cellules sont alors maintenues dans la glace pendant 10 minutes, puis centrifugées 
(5000 g, 10 min, 4°C). Le culot est ensuite repris dans 14 mL de tampon TB glacé, puis 
incubé dans la glace pendant 15 minutes. Les cellules sont alors centrifugées (5000 g, 10 min, 
4°C), puis le culot est resuspendu dans 4 mL de tampon TB glacé auxquels sont rajoutés 280 
µL de DMSO. La solution de cellules rendues compétentes est conservée dans la glace 
pendant 10 minutes avant d’être aliquotée en lots de 50 µL et stockée à –80°C. Ce protocole 
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Milieu SOC  
Tryptone 20 g/L 
Extrait de levure 5.5 g/L 
NaCl 10 mM 
KCl 10 mM 
Mg2+ 10 mM 
Glucose 10 mM 
 
II- Techniques de biologie moléculaire 
 
II-1- Extraction d’ADN plasmidique 
 
 
L’extraction et la purification du plasmide ont été réalisées en utilisant le kit ″QIAprep″, 
commercialisé par Qiagen, basé sur la méthode de la lyse alcaline 5. Des cultures de 2 mL 
sont réalisées pendant 15 heures, en milieu LB supplémenté d’ampicilline (100 µg/mL). Les 
cellules sont centrifugées pendant 5 minutes à 10 000 g. Elles sont ensuite re-suspendues dans 
une solution isotonique et lysées par une solution de soude/SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 
(NaOH 0,2 N, SDS 1 % (m/v)). Le SDS permet la solubilisation des phospholipides et des 
protéines de la membrane cellulaire. Le lysat est neutralisé puis est amené à de fortes 
concentrations salines. Ceci entraîne la précipitation des protéines, de l’ADN chromosomique, 
des débris cellulaires et du SDS alors que les plasmides restent en solution. Le précipité est 
alors culoté par centrifugation (10 min à 10 000 g). Le surnageant est déposé sur une micro-
colonne qui contient une membrane de silice sur laquelle l’ADN plasmidique est retenu. La 
fixation de l’ADN est suivie d’une étape de lavage par une solution contenant 80 % (v/v) 
d’éthanol. Le plasmide est élué par 50 µL d’eau ou de tampon TE. 
 
Tampon TE 1X  
Tris HCL pH 7,5 10 mM 




Tampon TB  
Pipes  10 mM 
CaCl2 15 mM 
KCl 250 mM 
MnCl2 55 mM 
rajoutés extemporanément
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Les digestions par des enzymes de restriction ont été réalisées suivant les recommandations 
du fournisseur (New England Biolabs).  
 
Les fragments d’ADN (ou les plasmides) sont analysés par électrophorèse sur gel d’agarose 
(0,8 % (p/v) dans du tampon TAE 0,5X). Les échantillons, déposés avec du tampon de charge 
1X dans les puits, migrent 30 minutes, dans un champ électrique à 135 V. La taille des 
fragments d’ADN des échantillons est déterminée à l’aide de marqueurs de taille allant de 1 à 
10 kb (″1kb DNA step ladder″, Promega). Le gel est coloré dans une solution de bromure 
d’éthidium (0,5 µg/ml) pendant 20 minutes, afin de visualiser l’ADN sous une lampe UV 
(λ=254 nm).  
 
Tampon TAE 50X 
 
 
Tris  24,2 % (p/v)
Acide acétique glacial 5,71 % (p/v) 
EDTA, 0,5M, pH 8,0 10 % (v/v) 
 
 
Les électrophorèses sont réalisées avec une unité i-Mupid commercialisée par Talron. La 
totalité de la solution de digestion est déposée sur un gel d’agarose 0,8 % (p/v), afin de 
séparer les fragments d’ADN. Pour éviter d’abîmer l’ADN à purifier, le gel est découpé de 
manière à n’exposer au BET et aux UV qu’une partie du gel contenant une piste avec les 
marqueurs de taille, et une extrémité du puits contenant les fragments séparés. Après avoir 
vérifié la bonne séparation/digestion de l’ADN, une encoche sur le gel exposé aux UV permet 
de localiser le fragment à purifier correspondant sur le gel non exposé aux UV. La bande, 
découpée à l’aveugle, est ensuite traitée avec le kit de purification sur colonne, QIAquick gel 
extraction kit, de Qiagen. 
II-3- Ligatures  
 
 
La procédure adoptée utilise l’ADN ligase T4 (New Englad Biolabs) très concentrée (200U). 
Le tampon ligase est aliquoté, car l’ATP, indispensable au fonctionnement de la ligase, est 
dégradé au cours des différents cycles de congélation/décongélation. En ce qui concerne les 
Tampon de charge 10X 
 
 
Glycérol 50 % (v/v) 
Bleu de bromophénol 0,2 % (p/v) 
Xylène cyanol 0,2 % (p/v) 
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inserts, si l’amplification PCR génère une bande unique, ils sont purifiés directement sur 
colonne en suivant le protocole du fournisseur (Qiagen), afin d’éliminer la polymérase. Ils 
sont ensuite digérés, puis purifiés à nouveau sur colonne pour éliminer les enzymes de 
restriction. Le milieu réactionnel typique est le suivant, pour un insert de 2,5 kb et un vecteur 
de 5 kb pour un volume final de 10 µl: 
 
Vecteur purifié (approx. 45 ng/µL) 4 µL 
Insert (approx. 15 ng/µL) 1 µL 
Tampon ligase (10X) 1 µL 
DNA Ligase T4 (400 U/µL) 0,5 µL 
Eau milliQ Jusqu’à 10 µL 
 
Les tubes sont placés dans un bain à 16°C pendant 15 heures jusqu’à la transformation.  
II-4- Conditions d’amplification par PCR de la lipase de B. cepacia 
 
II-4-1- Construction des plasmides d’expression de la lipase de B. cepacia 
 
Pour la construction des différents plasmides d’expression, les amplifications PCR ont été 
réalisées à partir du plasmide pT-OmpA-Lip-Hp. L’insert OmpA-Lip-Hp (2061 pb) a été 
amplifié à l’aide de deux oligonucléotides longs d’environ 40 pb (synthétisés par la société 
Eurogentec), inverses complémentaires, qui vont venir s’apparier sur chacun des deux brins 
du plasmide parental.  
Pour la construction du plasmide pFLAG-ATS-Lip-Hp, seuls les gènes lip et hp ont été 
amplifiés car la séquence signal OmpA était déjà présente dans le vecteur d’expression 
commercial pFLAG-ATS (Sigma). 
 
Tableau 14 : Conditions d’amplification de l’insert par PCR.  
 
Plasmide pT-OmpA-Lip-Hp (extraction plasmidique dilué au 1/10ème) 2 µL 
Amorces directs et inverses (5 µM) 3 µL de chaque 
dNTP (2,5 mM) 4 µL 
DMSO (8 %) 4 µL 
Tampon Expand “High Fidelity“ contenant MgCl2 (10X) 5 µL 
Expand “High Fidelity (3,5 U/µL) 1 µL 
Eau milliQ stérile Jusqu’à 50 µL 
 
Le DMSO est utilisé ici pour diminuer les amplifications non spécifiques qui peuvent avoir 
lieu durant les cycles PCR. Les amorces inverses correspondant au gène hp ont une 
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température d’hybridation spécifique (Tm) élevée, car celui-ci est très riche en GC (% GC > 
90% sur les 250 premières paires de bases du gène) par rapport aux Tm des amorces directes 
correspondants aux gènes ompA et lip qui ont un Tm plus faible. Ces différences importantes 
de Tm nous ont obligés à choisir une température d’hybridation basse (en rapport avec le Tm 
des amorces directes), favorisant ainsi les amplifications non spécifiques. 
Les cycles d’amplification suivent le schéma suivant: 
 
Initiation 94°C 2 min  
94°C 30 sec  
53°C 30 sec  Cycles: x10 
72°C 2 min  
94°C 30 sec  
53°C 30 sec  Cycles: x20 
72°C 2 min* * A chaque cycle, la durée de polymérisation est augmentée de 5 secondes 
Terminaison 72°C 7 min  
 4°C ∞  
 
Les amorces utilisées sont les suivantes: 
 
Constructions Amorces Séquences (5’-3’) 
pBAD_dir ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGC pBAD-OmpA-
Lip-Hp pBAD_inv TCACTGCGCGCTGCCCGCGCCGCGATCGAGCGATGCCGC 
pBAD_dir ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGC pBAD-THIO-
OmpA-Lip-Hp pBAD_inv TCACTGCGCGCTGCCCGCGCCGCGATCGAGCGATGCCGC 
pET_dir CTGGAGACTCATATGAAAAAGAC AGCTATCGCG ATTGC pET-OmpA-
Lip-Hp pET_inv GTCGACTTACCTACTCAGAATTCA TCATTGACGGTCAC 
pFLAG_dir GGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGAAGCTTGCCGAC pFLAG-ATS-
Lip-Hp pFLAG_inv CGACTTACCTACTCAGAATTCATCATGGACGGTCACC 
II-4-2- Construction des mutants ponctuels par mutagénèse dirigée 
 
L’insertion des mutations ponctuelles a été réalisée via le système ″Quick Change Site-
directed Mutagenesis″, commercialisé par Stratagene. Il repose sur l’amplification, par PCR 
inverse, du vecteur entier. Toutes les cibles de mutagénèse sélectionnées dans cette étude se 
situent sur le gène de la lipase (lip). La réaction nécessite l’emploi de deux oligonucléotides 
longs d’environ 40 pb, (synthétisés par la société Eurogentec), inverses complémentaires, 
portant chacun la mutation à introduire et qui vont venir s’apparier sur chacun des deux brins 
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Pour l’amplification, le mélange réactionnel est le suivant: 
 
pFLAG-ATS-Lip-Hp (extraction plasmidique diluée 1/10) 10 µL 
Amorces directes et inverses contenant la mutation (10 µM) 1,3 µL de chaque 
dNTP (2,5 mM) 5 µL 
Tampon pfU turbo (10X) 5 µL 
Polymérase pfU turbo 2,5 U (Proméga) 1 µL 
Eau milliQ Jusqu’à 50 µL 
 
Les conditions d’amplification sont: 
 
Initiation 95°C 2 min 
95°C 30 sec 
55°C 1 min Cycle: x16 
68°C 8 min 
68°C 8 min Terminaison 4°C ∞ 
 
L’amplification PCR génère un mélange de molécules mutées linéaires et de plasmide matrice 
circulaire. Ce dernier est dégradé par l’enzyme DpnI qui n’agit que sur l’ADN méthylé. En 
effet, la méthylation ayant lieu in vivo, les brins parentaux sont méthylés alors que les brins 
néoformés in vitro ne le sont pas. A l’issue de cette digestion, l’ADN linéaire néoformé est 
intact. Sa circularisation n’aura lieu qu’in vivo après transformation des cellules d’E. coli. 
 
Les amorces utilisées pour la construction des mutants ponctuels sur la position Valine 266 
sont les suivantes (les mutations sont indiquées en gras) : 
 
 
Mutants Amorces Séquences (5’-3’) 
V266A_dir CCAGAACGACGGGGCCGTGTCGAAGTGCAGC V266A V266A_inv GCTGCACTTCGACACGGCCCCGTCGTTCTGG 
V266L_dir CCAGAACGACGGGCTCGTGTCGAAGTGCAGC V266L V266L_inv GCTGCACTTCGACACGAGCCCGTCGTTCTGG 
V266I_dir CCAGAACGACGGGATCGTGTCGAAGTGCAGC V266I V266I_inv GCTGCACTTCGACACGATCCCGTCGTTCTGG 
V266P_dir CCAGAACGACGGGCCCGTGTCGAAGTGCAGC V266P V266P_inv GCTGCACTTCGACACGGGCCCGTCGTTCTGG 
V266M_dir CCAGAACGACGGGATGGTGTCGAAGTGCAGC V266M V266M_inv GCTGCACTTCGACACCATCCCGTCGTTCTGG 
V266F_dir CCAGAACGACGGGTTCGTGTCGAAGTGCAGC V266F V266F_inv GCTGCACTTCGACACGAACCCGTCGTTCTGG 
V266W_dir GGGCCAGAACGACGGGTGGGTGTCGAAGTGCAGCGCG V266W V266W_inv CGCGCTGCACTTCGACACCCACCCGTCGTTCTGGCCC 
V266G_dir CCAGAACGACGGGGGCGTGTCGAAGTGCAGC V266G V266G_inv GCTGCACTTCGACACGCCCCCGTCGTTCTGG 
V266S_dir CCAGAACGACGGGTCCGTGTCGAAGTGCAGC V266S V266S_inv GCTGCACTTCGACACGGACCCGTCGTTCTGG 
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V266T_dir CCAGAACGACGGGACCGTGTCGAAGTGCAGC V266T V266T_inv GCTGCACTTCGACACGGTCCCGTCGTTCTGG 
V266C_dir CCAGAACGACGGGTGCGTGTCGAAGTGCAGC V266C V266C_inv GCTGCACTTCGACACGCACCCGTCGTTCTGG 
V266N_dir CCAGAACGACGGGAACGTGTCGAAGTGCAGC V266N V266N_inv GCTGCACTTCGACACGTTCCCGTCGTTCTGG 
V266Q_dir GGGCCAGAACGACGGGCAGGTGTCGAAGTGCAGCGCG V266Q V266Q_inv CGCGCTGCACTTCGACACGTCCCCGTCGTTCTGGCCC 
V266Y_dir CCAGAACGACGGGTACGTGTCGAAGTGCAGC V266Y V266Y_inv GCTGCACTTCGACACGTACCCGTCGTTCTGG 
V266K_dir GGGCCAGAACGACGGGAAGGTGTCGAAGTGCAGCGCG V266K V266K_inv CGCGCTGCACTTCGACACCTTCCCGTCGTTCTGGCCC 
V266R_dir CCAGAACGACGGGCGCGTGTCGAAGTGCAGC V266R V266R_inv GCTGCACTTCGACACGCGCCCGTCGTTCTGG 
V266H_dir CCAGAACGACGGGCACGTGTCGAAGTGCAGC V266H V266H_inv GCTGCACTTCGACACGTGCCCGTCGTTCTGG 
V266D_dir CCAGAACGACGGGGACGTGTCGAAGTGCAGC V266D V266D_inv GCTGCACTTCGACACGTCCCCGTCGTTCTGG 
V266E_dir CCAGAACGACGGGGAGGTGTCGAAGTGCAGC V266E V266E_inv GCTGCACTTCGACACCTCCCCGTCGTTCTGG 
 
 
Les amorces utilisées pour la construction des mutants ponctuels sur la position Leucine 17 
sont les suivantes (les mutations sont indiquées en gras) : 
 
Mutants Amorces Séquences (5’-3’) 
L17A_dir CTCGTGCACGGGGCCACGGGCACCGAC L17A L17A_inv GTCGGTGCCCGTGGCCCCGTGCACGAG 
L17V_dir CTCGTGCACGGGGTCACGGGCACCGAC L17V L17V_inv GTCGGTGCCCGTGACCCCGTGCACGAG 
L17I_dir CTCGTGCACGGGATCACGGGCACCGAC L17I L17I_inv GTCGGTGCCCGTGATCCCGTGCACGAG 
L17P_dir CTCGTGCACGGGCCCACGGGCACCGAC L17P L17P_inv GTCGGTGCCCGTGGGCCCGTGCACGAG 
L17M_dir CTCGTGCACGGGATGACGGGCACCGAC L17M L17M_inv GTCGGTGCCCGTCATCCCGTGCACGAG 
L17F_dir CTCGTGCACGGGTTCACGGGCACCGAC L17F L17F_inv GTCGGTGCCCGTGAACCCGTGCACGAG 
L17W_dir CTCGTGCACGGGTGGACGGGCACCGACAAATACGC L17W L17W_inv GCGTATTTGTCGGTGCCCGTCCACCCGTGCACGAG 
L17G_dir CTCGTGCACGGGGGCACGGGCACCGAC L17G L17G_inv GTCGGTGCCCGTGCCCCCGTGCACGAG 
L17S_dir CTCGTGCACGGGAGCACGGGCACCGAC L17S L17S_inv GTCGGTGCCCGTGCTCCCGTGCACGAG 
L17T_dir CTCGTGCACGGGACCACGGGCACCGAC L17T L17T_inv GTCGGTGCCCGTGGTCCCGTGCACGAG 
L17C_dir CTCGTGCACGGGTGCACGGGCACCGAC L17C L17C_inv GTCGGTGCCCGTGCACCCGTGCACGAG 
L17N_dir CTCGTGCACGGGAACACGGGCACCGAC L17N L17N_inv GTCGGTGCCCGTGTTCCCGTGCACGAG 
L17Q_dir CTCGTGCACGGGCAGACGGGCACCGAC L17Q L17Q_inv GTCGGTGCCCGTCTGCCCGTGCACGAG 
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L17Y_dir CTCGTGCACGGGTACACGGGCACCGAC L17Y L17Y_inv GTCGGTGCCCGTGTACCCGTGCACGAG 
L17K_dir CTCGTGCACGGGAAGACGGGCACCGACAAATACGC L17K L17K_inv GCGTATTTGTCGGTGCCCGTCTTCCCGTGCACGAG 
L17R_dir CTCGTGCACGGGCGCACGGGCACCGAC L17R L17R_inv GTCGGTGCCCGTGCGCCCGTGCACGAG 
L17H_dir CTCGTGCACGGGCACACGGGCACCGAC L17H L17H_inv GTCGGTGCCCGTGTGCCCGTGCACGAG 
L17D_dir CTCGTGCACGGGGACACGGGCACCGAC L17D L17D_inv GTCGGTGCCCGTGTCCCCGTGCACGAG 
L17E_dir CTCGTGCACGGGGAGACGGGCACCGACAAATACGC L17E L17E_inv GCGTATTTGTCGGTGCCCGTCTCCCCGTGCACGAG 
 
 
Les amorces utilisées pour la construction des mutants ponctuels sur la position Leucine 287 
sont les suivantes (les mutations sont indiquées en gras) : 
 
Mutants Amorces Séquences (5’-3’) 
L287A_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATGCCGACGAGATCAACCAG L287A L287A_inv CTGGTTGATCTCGTCGGCATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287V_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATGTCGACGAGATCAACCAG L287V L287V_inv CTGGTTGATCTCGTCGACATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287I_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATATCGACGAGATCAACCAG L287I L287I_inv CTGGTTGATCTCGTCGATATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L2587P_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATCCCGACGAGATCAACCAG L287P L287P_inv CTGGTTGATCTCGTCGGGATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287M_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATATGGACGAGATCAACCAGTTGCL287M L287M_inv GCAACTGGTTGATCTCGTCCATATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287F_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATTTCGACGAGATCAACCAG L287F L287F_inv CTGGTTGATCTCGTCGAAATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287W_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATTGGGACGAGATCAACCAGTTGCL287W L287W_inv GCAACTGGTTGATCTCGTCCCAATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287G_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATGGCGACGAGATCAACCAG L287G L287G_inv CTGGTTGATCTCGTCGCCATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287S_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATAGCGACGAGATCAACCAG L287S L287S_inv CTGGTTGATCTCGTCGCTATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287T_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATACCGACGAGATCAACCAG L287T L287T_inv CTGGTTGATCTCGTCGGTATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287C_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATTGCGACGAGATCAACCAG L287C L287C_inv CTGGTTGATCTCGTCGCAATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287N_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATAACGACGAGATCAACCAG L287N L287N_inv CTGGTTGATCTCGTCGTTATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287Q_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATCAGGACGAGATCAACCAG L287Q L287Q_inv CTGGTTGATCTCGTCCTGATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287Y_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATTACGACGAGATCAACCAG L287Y L287Y_inv CTGGTTGATCTCGTCGTAATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287K_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATAAGGACGAGATCAACCAGTTGCL287K L287K_inv GCAACTGGTTGATCTCGTCCTTATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287R_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATCGCGACGAGATCAACCAG L287R L287R_inv CTGGTTGATCTCGTCGCGATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287H_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATCACGACGAGATCAACCAG L287H L287H_inv CTGGTTGATCTCGTCGTGATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
Annexe 1 : Matériels et Méthodes 
217  
L287D_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATGACGACGAGATCAACCAG L287D L287D_inv CTGGTTGATCTCGTCGTCATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
L287E_dir CGAGCTACAAGTGGAACCATGAGGACGAGATCAACCAGTTG L287E L287E_inv CAACTGGTTGATCTCGTCCTCATGGTTCCACTTGTAGCTCG 
 
Les doubles mutants ont été générés de la même manière en utilisant comme matrice de 
départ une préparation d’ADN plasmidique d’un mono-mutant. Les amorces utilisées sont les 
mêmes que celles décrites ci-avant. 
 
II-5- Transformation des cellules compétentes 
 
La transformation des cellules se fait par choc thermique selon les étapes suivantes : 
- 30 minutes de contact cellules/ADN sur glace 
- choc thermique à 42°C pendant 45 secondes 
- incubation des cellules transformées pendant 2 minutes sur la glace 
 
Les cellules sont alors incubées pendant 1 heure à 37°C dans 900 µL de milieu LB afin de 
développer la résistance à l’ampicilline. Elles sont ensuite étalées sur milieu LB solide 
supplémenté d’ampicilline afin d’être isolées. 
Les cellules utilisées sont rendues chimio-compétentes par un protocole classique au CaCl2 et 
DMSO, ou sont de source commerciale lorsqu’une efficacité de transformation plus élevée est 
nécessaire (E. coli TOP 10 chimio-compétentes One Shot® d’Invitrogen ; E. coli 
BL21(DE3)StarTM chimio-compétentes de Novagen ; E. coli JM109 chimio-compétentes de 
Proméga).  
II-6- Analyses des séquences 
 
 
Les gènes ompA, lip et hp amplifiés à partir du plasmide pT-OmpA-Lip-Hp pour la 
construction des différents vecteurs d’expression ont été séquencés dans leur totalité. 
Concernant les mutants ponctuels, seul le gène lip a été séquencé. Les résultats obtenus ont 
été vérifiés par analyse des chromatogrammes. La localisation des cadres ouverts de lecture 
potentiels des gènes, la réalisation d’alignement, la construction de cartes de restriction et la 
traduction protéique ont été déterminées grâce au logiciel VectorNTI (InforMax, Inc). 32 des 
57 mono mutants et la totalité des doubles mutants ont été séquencés. 
 
Annexe 1 : Matériels et Méthodes 
218  
III- Production de protéines recombinantes 
 
III-1- Production en fioles d’Erlenmeyer  
 
 
Les bactéries sont cultivées dans les milieux LB ou 2x YT supplémentés en ampicilline (100 
µg/mL). Les cultures sont inoculées à DO600nm de 0,3 à partir d’une préculture réalisée sur la 
nuit. Les cultures sont réalisées dans des fioles d’Erlenmeyer bafflées, remplies au maximum 
à 1/5ème de leur volume total et placées sous agitation (130 rpm) à la température désirée (de 
18°C à 37°C). Lorsque la croissance cellulaire atteint une DO600nm de 0,8-0,9, les cultures sont 
induites avec différents inducteurs selon les plasmides d’expression utilisés (tableau 15). 
 
 
Tableau 15 : Milieux de culture, températures de culture, nature et concentration des 
inducteurs testés selon les différentes constructions plasmidiques. 
 





pT-OmpA-Lip-Hp LB 30°C Choc thermique 42°C 
pBAD-OmpA-Lip-Hp LB 30°C L-arabinose 0,02% (m/v) 
LB 30°C L-arabinose 0,02% (m/v) 
LB 30°C L-arabinose 0,002% (m/v) 
LB 30°C L-arabinose 0,0002% (m/v)
pBAD-THIO-OmpA-Lip-
Hp 
LB 18°C L-arabinose 0,02% (m/v) 
pET-OmpA-Lip-Hp LB 30°C IPTG 1 mM 
LB 30°C IPTG 1 mM 
LB 37°C IPTG 1 mM 
2x YT 37°C IPTG 1 mM pFLAG-ATS-Lip-Hp 
2x YT 37°C IPTG 0,1 mM 
 
Les cultures sont menées pendant 6 heures ou 22 heures après l’induction selon les conditions 
testées.  
En fin d’induction, le milieu est centrifugé (15 min, 5000 g, 4°C). Le culot cellulaire est repris 
dans un volume de cocktail de lyse, de manière à atteindre une DO600nm finale de 80. Les 
cellules, ainsi remises en suspension, sont incubées 1 heure sur glace puis centrifugées (30 
min, 20 000 g, 4°C). Le surnageant correspond alors à la fraction protéique soluble, 
contenant la lipase sous forme active. Le culot est re-suspendu dans un même volume de 
cocktail de lyse que la fraction protéique soluble. Il s’agit de la fraction protéique insoluble, 
contenant la lipase sous forme de corps d’inclusion inactifs.  
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Cocktail de lyse  
Tampon Tris,HCl 1 M, pH 7,5 (10X)    100 mM 
Complete Mini EDTA free (Roche) 1 tablette pour 10 mL de cocktail de lyse 
Lysozyme 1 mg/mL 
DNAse  5 µg/mL 
BugBuster 1 X 
 
Le BugBuster (Novagen) est un cocktail de différents détergents de type anionique et 
zwitterionique. Le cocktail d’anti-protéases commercialisé par Roche (Complete Mini EDTA 
Free) inhibe les protéases à cystéine et à serine. Ce cocktail ne contient pas d’EDTA. En effet, 
BCL possédant un site de liaison au calcium, l’EDTA qui est un chélateur du calcium ne donc 
peut être rajouté à la préparation.  
 
III-2- Production en format microplaque 
 
III-2-1- Constitution des microplaques ″stock″ 
 
Des microplaques 96-puits stériles (NuncTM Brand Products) sont remplies automatiquement 
avec 150 µL de 2x YT supplémentés en ampicilline (100 µg/mL) en utilisant le robot 
″Biomek2000 pipettor″ (Beckman de la plateforme d’Ingénierie Combinatoire et Criblage à 
Haut-Débit (ICEO), LISBP). Elles sont ensuite inoculées avec des colonies d’E. coli JM109 
transformées avec le plasmide pFLAG-ATS-Lip-Hp sauvage ou muté. Après 24 heures de 
croissance à 30°C sous une agitation horizontale (150 rpm), ces microplaques sont répliquées 
automatiquement à l’aide du robot ″QpixII″ dans de nouvelles microplaques 96-puits stériles 
(NuncTM Brand Products) remplies avec 150 µL de milieu 2x YT supplémenté en ampicilline 
(100 µg/mL). Ces nouvelles microplaques sont remises à incuber 24 heures dans les 
conditions décrites ci-dessus. En fin de culture, 100 µL de glycérol à 30 % (v/v) sont rajoutés 
dans chaque puits. Ces microplaques, référencées en tant que microplaques ″stock″, sont 
congelées à -20°C. 
 
III-2-2- Conditions de culture en format microplaque 
 
Les microplaques ″stock″ sont répliquées à l’aide du robot ″QpixII″ dans des microplaques de 
pré-culture 96-puits stériles (NuncTM Brand Products) remplies avec 200 µL de milieu 2x YT 
Annexe 1 : Matériels et Méthodes 
220  
supplémentés en ampicilline (100 µg/mL). Ces microplaques de pré-culture sont incubées 24 
heures à 30°C sous une agitation horizontale (250 rpm) et servent à inoculer des microplaques 
96-puits stériles (NuncTM Brand Products; 200 µL de 2x YT par puits) ou des deep-wells 96-
puits stériles (ABgene; 1,1 mL de 2x YT par puits) pour la production recombinante de BCL. 
Les deep-wells sont inoculées avec 100 µL de préculture tandis qu’un simple trempage des 
aiguilles du robot « QpixII » dans les puits de la plaque de préculture puis dans la plaque de 
culture est pratiqué pour les microplaques. Toutes les cultures ont été réalisées à 30°C sous 
une agitation horizontale (250 rpm). Les différentes conditions d’induction sont référencées 
dans le tableau 16. 
 














16 heures 100 µM 8 heures 
Deep-wells 96-puits 
(ABgene) 16 heures 100 µM 8 heures 
Deep-wells 96-puits 
(ABgene) - 100 µM 24 heures 
Deep-wells 96-puits 
(ABgene) - 10 µM 24 heures 
 
 
En fin d’induction, la croissance cellulaire est déterminée par la mesure de l’absorbance à 600 
nm sur un lecteur de microplaques VersaMax (Molecular Devices). Dans le cas des cultures 
en microplaques 96-puits (NuncTM Brand Products), la mesure se fait directement dans la 
microplaque, par contre pour les cultures en deep-wells 96-puits (ABgene), la mesure de la 
croissance cellulaire se fait à partir d’un prélèvement de 200 µL de milieu de culture. 
 
Pour les cultures en microplaques 96-puits (NuncTM Brand Products), 20 µL de cocktail de 
lyse sont ajoutés directement dans chaque puits et les microplaques sont congelées à -80°C 
sur une nuit. Dans le cas des cultures en deep-wells 96-puits (ABgene), les cellules sont 
centrifugées (30 min, 3700 rpm, 4°C) et reprises dans 200 µL de cocktail de lyse par puits. 
Les cellules sont alors cassées par traitement aux ultrasons à l’aide d’un bain de sonication. 
L’opération est effectuée en 4 cycles, chacun constitué de 2 minutes d’impulsion, et 2 minutes 
d’arrêt dans la glace. Le sonicat est ensuite congelé à –80°C sur une nuit. 
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III-3- Analyse des protéines par électrophorèse 
 
III-3-1- Gels NuPage Bis-Tris 10%Novex  
 
Ces gels pré-coulés et commercialisés par Invitrogen procurent une meilleure résolution des 
bandes par rapport aux gels coulés au laboratoire. En effet, le pH neutre des gels NuPAGE 
permet une plus grande stabilité des protéines lors de la migration. Avec les gels classiques, 
dans lesquels le pH du tampon de séparation est de 8,8, les phénomènes de distorsion de 
bandes sont fréquents. Ces gels peuvent être utilisés en conditions natives ou dénaturantes. 
Dans notre étude, ces gels d’électrophorèse ont été utilisés en conditions dénaturantes et 
réductrices. Les solutions de charge pour les échantillons et les tampons de migration 
adéquats ont été utilisées selon les recommandations du fournisseur. L’appareil utilisé est le 
module Xcell SureLock d’Invitrogen. Les migrations sont réalisées à un voltage constant de 
150 V pendant 1h30. Des marqueurs de protéines allant de 6 à 200 kDa (Invitrogen) ou de 25 
à 250 kDa (Biorad) sont ajoutés pour une estimation de la taille de BCL ainsi que de sa 
protéine chaperonne. Après migration, les gels peuvent être soumis à deux traitements 
différents : coloration des protéines totales au Bleu Colloïdal ou Western-Blot par réaction 
antigène-anticorps. 
III-3-2- Coloration des protéines totales au Bleu Colloïdal 
 
La coloration au Bleu Colloïdal est plus sensible qu’une coloration au bleu de Coomassie 
classique. Il en résulte une durée de coloration moins longue et un bruit de fond moindre par 
rapport à une coloration classique. Cette coloration a été réalisée à l’aide d’un kit commercial 
(Colloidal Blue Staining kit, Invitrogen) et conformément aux conditions préconisées par le 
fournisseur. 
III-3-3- Coloration des protéines au nitrate d’argent 
 
La coloration des protéines au nitrate d’argent est la plus sensible des colorations. La 
détection est de l’ordre du nanogramme. Cette coloration a été réalisée à l’aide d’un kit 
commercial (SilverXpress Silver Staining kit, Invitrogen) et conformément aux conditions 
préconisées par le fournisseur. 
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III-3-4- Western Blot 
 
Les analyses des protéines par Western Blot ont été réalisées selon une adaptation du 
protocole décrit par Blank et coll. 6. Le transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose 
est effectué durant 1 heure dans du tampon de transfert NuPAGE, complémenté à 10% (v/v) 
de méthanol, sous tension constante de 30V. L’appareil utilisé est le module Xcell II 
d’Invitrogen. 
 
Tampon de transfert NuPAGE 1X, pH 7,2  
Bicine 25 mM 
Bis-Tris 25 mM 
EDTA 1 mM 
Chlorobutanol 0,05 mM   
 
La détection de l’étiquette FLAG, présente dans le plasmide pFLAG-ATS-Lip-Hp, est 
réalisée selon le protocole suivant: 
 
Etapes Tampons utilisés Durée 
Saturation de la membrane Tampon FLAG + BSA 3% 1 nuit 
Lavages Tampon FLAG + Tween-20 0,05% 3 x 15 min 
Incubation avec l’anticorps 
primaire (anti-FLAG M2) 
Dilution au 1/5 000 dans du 
tampon FLAG + BSA 0,5% + 
Tween-20 0,05% 
90 min 
Lavages Tampon FLAG + Tween-20 0,05% 3 x 15 min 
Incubation avec l’anticorps 
secondaire couplé à la 
phosphatase alcaline (Sigma) 
Dilution au 1/5 000 dans du 
tampon FLAG + BSA 0,5% + 
Tween-20 0,05% 
90 min 
Lavages Tampon FLAG + Tween-20 0,05% 3 x 15 min 
Révélation BCIP/NBT (Sigma) Jusqu’à la coloration désirée 
 
 
Tampon FLAG  
Tris, Hcl pH=8,0 50 mM 
NaCl 10 mM 
 
 
L’anticorps primaire est un anticorps de souris (Sigma) et l’anticorps secondaire est un 
anticorps anti-souris couplé à la phosphatase alcaline. 
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IV- Purification de la lipase de B. cepacia 
 
 
La purification des extraits de BCL a été réalisée par immuno-affinité grâce à un anticorps 
monoclonal de souris dirigé contre le peptide FLAG (anticorps anti-FLAG M2, Sigma). Etant 
donné que nous cherchions à mettre au point un protocole de purification en accord avec la 
production à l’échelle microplaque, nous avons choisi de réaliser les purifications en mode 
batch, plus facile à mettre en œuvre sur de très petits volumes. Toutes les étapes de 
purification ont été réalisées à 4°C. Le support utilisé est une résine d’agarose, la résine M2 
anti-FLAG commercialisée par Sigma.  
IV-1- Tampons utilisés 
 
 
La composition des différents tampons utilisés lors de ce protocole est indiquée ci-dessous. 
Tous ces tampons doivent être conservés à 4°C et maintenus dans la glace durant le procédé 
de purification. 
Tampon TBS   
Tris,HCl 50 mM 
NaCl 150 mM 









IV-2- Préparation de la résine 
 
 
La résine (1 volume : 250 µL) est placée dans un eppendorf. Une première centrifugation de 
25 secondes à 5000 g permet d’éliminer le glycérol nécessaire à la conservation de la résine. 
La résine subit alors 2 cycles de lavages successifs. Un cycle se décompose de la façon 
suivante : 
Tampon Glycine-HCl  
Glycine 100 mM 
Ajuster le pH à 3,5  
Tampon TBS/D  
Tris,HCl 50 mM 
NaCl 150 mM 
Triton X-100 1% (v/v) 
Tween-20 1% (v/v) 
Ajuster le pH à 7,4  
Tampon TBS/A  
Tris,HCl 50 mM 
NaCl 150 mM 
Azide de sodium 0,02% (p/v) 
Ajuster le pH à 7,4  
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- 2 lavages avec 4 volumes de tampon TBS par lavage 
- 2 lavages avec 4 volumes de tampon Glycine-HCl par lavage 
 
Entre chaque lavage, la résine est centrifugée 25 secondes à 5000 g et est ensuite équilibrée 
par 2 lavages à l’aide de 4 volumes de tampon TBS. 
 
IV-3- Protocole de purification de la lipase de B. cepacia 
 
 
L’extrait protéique (1 volume, fraction soluble) est mis en contact avec la résine (1 volume), 
sous agitation douce (table agitante) pendant 1 heure à 4°C. Les effluents, contenant les 
protéines n’ayant pas interagi avec la résine, sont éliminés par centrifugation de 25 secondes à 
5000 g. Les protéines fixées non spécifiquement sur le support sont éliminées en lavant la 
résine avec 4 volumes de tampon TBS et en la centrifugeant 25 secondes à 5000 g. 
L’opération est renouvelée 9 fois. La protéine de fusion est enfin éluée avec 1 volume de 
peptide FLAG à 300 µg/mL en solution dans du tampon TBS/D. L’opération est ainsi 
renouvelée 3 fois. L’activité de chacune des fractions est dosée par la méthode au pNPB et la 
quantité de protéines totales est déterminée à l’aide d’un spectrophotomètre (NanoDrop ND-
1000). L’enzyme purifiée est stockée à 4°C. 
IV-4- Régénération et stockage de la résine 
 
 
La résine peut être réutilisée 10 fois après régénération dans du tampon TBS/A et conservée à 
4°C dans 4 volumes de tampon TBS/A. Pour 1 volume de résine, le procédé de régénération 
nécessite: 
- 2 lavages avec 4 volumes de tampon Glycine-HCl 
- 2 lavages avec 4 volumes de tampon TBS 
- 4 lavages avec 4 volumes de tampon TBS/A 
 
Entre chaque lavage, la résine est centrifugée 25 secondes à 5000 g. Les lavages avec les 
tampons Glycine-HCl et TBS sont renouvelés 2 fois. 
 
 
Annexe 1 : Matériels et Méthodes 
225  
V- Réactions enzymatiques 
 
 
Tous les substrats utilisés au cours de cette étude étaient disponibles au laboratoire. Les 
réactions d’hydrolyse ont été réalisées avec BCL recombinante tandis que les réactions de 
synthèse ont été mises en œuvre avec BCL commerciale (Chirazyme L-1, lyo., Roche). 
 
V-1- Hydrolyse enzymatique 
 
V-1-1- Hydrolyse du para-nitrophényl butyrate (pNPB) 
 
L’activité lipase est mesurée par la libération du para-nitrophénol (pNP) lors de l’hydrolyse 
du para-nitrophényl butyrate (pNPB) (Sigma-Aldrich) en solution dans du 2-méthyl-2-
butanol (2M2B) selon un protocole adapté de la méthode de Quinn et coll., 7. Le pNPB est 
plus stable en solution dans du 2M2B que dans l’acétonitrile, solvant utilisé dans le protocole 
original. 
Une unité lipase représente la quantité d’enzyme qui libère une µmole de para-nitrophénol 
(pNP) par minute à une température donnée (30°C dans notre étude).  
 
Solutions stock : 
• 40mM pNPB dans 2M2B 
 
Milieu réactionnel : 
• 175 µL tampon Tris,HCl 100 mM pH 7,5 
• 20 µL solution d'enzyme diluée convenablement  




L’absorbance est suivie à 405 nm dans un lecteur de microplaques (VersaMax, Molecular 
Devices) pendant 10 minutes. Le milieu réactionnel est agité pendant 15 secondes entre 
chaque lecture. Chaque mesure d’activité est répétée 5 fois afin d’établir une moyenne et un 
écart-type lors de chaque dosage enzymatique. Le coefficient de variance (CV) est calculé 
selon la formule suivante: CV (%) = (écart-type/moyenne) x 100. 
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V-1-2- Hydrolyse du (R,S)-α-bromo-phényl acétate de 2-chloro éthyle 
 
Les réactions d’hydrolyse sont réalisées dans des tubes à vis. La réaction est réalisée avec 1 
volume (250 µL) de phase organique (50 mM d’ester en solution dans l’octane) et 2 volumes 
d’extrait enzymatique soluble. La réaction est thermostatée à 30°C, sous agitation magnétique 
à l’aide d’un barreau aimanté. Chaque tube à vis correspond à une seule mesure 
d’énantiosélectivité. La réaction est arrêtée par ajout de 4 volumes de n-hexane/IPA 70/30 
(v/v) puis le mélange est centrifugé 5 minutes à 13 000 rpm. La phase organique est alors 
prélevée, filtrée et analysée par chromatographie liquide à haute performance (CLHP). 
 
 
V-2- Procédure générale de préparation des acides 2-substitués et de 
leurs dérivés ester 
 
Les acides 2-substitués et leur dérivés ester, utilisés dans cette étude, ont été préparés par le 
Docteur David Guieysse 8, 9.  
 
 
V-3- Synthèse enzymatique : réaction de transestérification 
 
 
Les réactions de transestérification sont réalisées dans des tubes à vis. La réaction est réalisée 
dans 5 ml de solvant contenant 50 mM d’ester, 150 mM d’alcool et en présence de 5 mg/ml 
de lipase libre, thermostatée à 30°C, sous agitation magnétique à l’aide d’un barreau aimanté. 
Des prélèvements de 50 µL sont effectués à intervalles de temps réguliers, dilués dans l’éluant 
destiné à l’analyse, filtrés et analysés par chromatographie liquide à haute performance sur 
colonne chirale. 
 
V-4- Inhibition de la lipase de B. cepacia 
 
Les réactions d’inhibition par le diethyl chlorophosphate (Acros organics) ont été réalisées sur 
la lipase commerciale (Chirazyme L-1, lyo., Roche). L’enzyme a été inactivée en présence 
d’un excès molaire d’inhibiteur d’un facteur 60 par rapport à l’enzyme. L’inhibiteur est 
préalablement dissous dans de l’isopropanol (Sigma). L’inhibition de la lipase est réalisée en 
présence ou pas de Triton X-100 (Euromedex) à 1 mM. La lipase commerciale lyophilisée a 
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été solubilisée dans du tampon TRIS-HCl 100 mM, pH=7.5 à une concentration finale de 2 
nM. La lipase est lavée avec du tampon TRIS-HCl 100 mM pH=7.5 (50 volumes de lavage) 
pour éliminer tous les composés présents dans la poudre commerciale qui pourraient influer 
sur l’inhibition. Lorsque l’enzyme est utilisée en présence de Triton X-100, les lavages sont 
faits avec du tampon contenant le détergent par diafiltration sur Amicon Ultra 15 kDa 
(Millipore). L’inhibiteur a ensuite été ajouté (concentration finale en isopropanol de 0.3%). 
L’inhibition est réalisée à température ambiante sous agitation et l’activité résiduelle est 
mesurée au cours du temps. 
 
VI- Méthodes analytiques 
 
VI-1- Dosage des protéines 
 
Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford (Biorad), basée sur le déplacement du 
maximum d’absorption d’une solution acide de bleu de Coomassie G250c de 465 nm à 595 
nm provoquée par la présence de protéines. La technique du micro-Bradford a été 
préférentiellement utilisée en raison des faibles quantités de protéines extraites. Ce dosage 
permet de doser des solutions contenant entre 0 et 25 mg/L de protéines. La courbe étalon est 
réalisée à l’aide d’une solution d’albumine de sérum de bovin (BSA). Lorsque les fractions 
protéiques contiennent des détergents tels que le Triton X-100 ou le Tween-20, le dosage par 
la méthode de Bradford n’est pas fiable. Les dosages protéiques sont alors réalisés à l’aide 
d’un spectrophotomètre (NanoDrop ND-1000) avec 2 µL de solution protéique. La mesure 
d’absorbance à 280 nm est utilisée pour déterminer la concentration protéique en utilisant le 
coefficient d’extinction molaire calculé avec le logiciel Vector NTI Advanced 10 (ε = 36510 
L.mol+.cm-1).  
 
VI-2- Analyse par Chromatographie Liquide Haute Performance  
 
 
Toutes les analyses des réactions enzymatiques sont effectuées par Chromatographie Liquide 
Haute Performance sur colonne chirale à 254 nm. Le système utilisé est le modèle Ultimate 
3000 de DIONEX. La colonne chirale utilisée est la colonne Chiralpack OJ, (4,6 x 250 mm de 
Daicel Chemical Industries Ltd, japon).  
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Les conditions d’analyse du mélange racémique sur cette colonne chirale sont les suivantes: 
- phase mobile : n-hexane/Isopropanol - 70/30 (v/v) 
- débit : 1 mL/min 
- injection : 20 µL 
- UV : 254 nm 
- température : 30°C 
 
VII- Détermination des excès énantiomériques et de 
l’énantiosélectivité 
 
VII-1- Détermination des excès énantiomériques 
 
 
A partir des résultats de la séparation par CLHP sur colonne chirale, les excès 
énantiomériques du substrat (e.e.s) et les excès énantiomériques du produit (e.e.p) sont 
calculés à partir des équations (1) et (2) ci-dessous. [R] et [S] représentent les concentrations 
des énantiomères substrats. Le taux de conversion (c) de la réaction est calculé à partir de 
l’équation (3) 10. 
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VII-2- Détermination de l’énantiosélectivité  
 
L’énantiosélectivité représente la capacité de l’enzyme à différencier les énantiomères (R) et 
(S). Dans cette étude, le ratio énantiomérique (E) a été calculé selon deux méthodes: le rapport 
des vitesses initiales, et/ou la méthode des excès énantiomériques11, 12, 13.  
 
ln  1-c(1+eep) 












  pour le produit                                  pour le substrat  
 
 
E = viR / viS  (7) 
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VIII- Modélisation moléculaire 
 
 
L’étude de modélisation moléculaire est réalisée sur un PC avec un processeur Intel Pentium 
4 à 3.2GHz et sur la station de travail Silicon Graphics O2 R.10000, à l’aide des logiciels 
AMBER 9 (Scripps Institute, La Jolla, USA), Insight II (Accelrys Inc, San Diego, USA), Sybyl 
(Tripos, Saint Louis, USA),  FlexX (Biosolveit, Allemagne) et Biomove3D (LAAS-CNRS, 
Toulouse, France). La visualisation et les graphiques ont été faits en utilisant les logiciels 
VMD 14 et Pymol 15. Tous les calculs ont été réalisés au centre de CALcul de la région MIdi-
Pyrénées (CALMIP, Toulouse, France) et sur le cluster linux disponible au Centre des 
Ressource Informatique (CRI) de l’INSA de Toulouse, France. 
 
VIII-1- Arrimage covalent des substrats dans le site actif de BCL 
 
Les modèles de BCL sauvage et de ses variants  ont été générés à partir des coordonnées 
extraites de la structure cristallographique de BCL déposée dans la Protein Data Bank (Code 
PDB : 3LIP). Les modèles des mutants de BCL ont été construits en remplaçant de façon 
systématique les acides aminés cibles (L17, V266 ou L287) par les 19 acides aminés possibles 
en utilisant le module Biopolymer du logiciel InsightII. La conformation des chaines latérales 
des résidus mutés a été optimisée par sélection manuelle du rotamère de la chaine latérale 
ayant la conformation de plus basse énergie.  
Les intermédiaires tétraédriques des deux formes R et S de l’α-bromo-phényl acétate de 2-
chloro-éthyle ont été construits en utilisant le logiciel InsightII. La minimisation de l’énergie 
de chacun des modèles a été réalisée à l’aide du champ de force CFF91 intégré au logiciel 
InsightII. Ces géométries ont ensuite été utilisées comme structures initiales afin d’explorer 
les modes d’arrimage possibles des enantiomères R et S liés de façon covalente à la serine 
catalytique (Ser87) de BCL. Le programme d’arrimage moléculaire utilisé, FlexX,  permet 
l’arrimage flexible de petits ligands dans le site de liaison d’une protéine maintenue fixe en 
suivant un procédé de construction incrémentielle du ligand 16, 17. Tous les paramètres ont été 
définis à leurs valeurs standards. La région d’arrimage a été définie comme une sphère de 6.5 
Å de rayon, dont l’origine est le centre de masse de la serine catalytique Ser87, et englobant 
tous les acides aminés de la protéine pour lesquels au moins un atome lourd est situé dans la 
sphère. Toutes les molécules d’eau liées dans la structure cristallographique ont été 
supprimées avant l’arrimage. Des atomes d’hydrogène ont été ajoutés à la protéine en utilisant 
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les géométries standards de Sybyl. Les résidus ont été maintenus fixes dans leurs positions 
cristallographiques durant tous les calculs d’arrimage. Pour chaque arrimage, les 30 premières 
solutions correspondant aux meilleurs scores de FlexX ont été retenues. Les meilleures 
solutions obtenues pour chaque couple enzyme/substrat, une ont ensuite été minimisées à 
l’aide du programme Sander intégré dans AMBER 9 18 afin de relâcher les tensions entre le 
substrat et la protéine. Le champ de force GAFF a été utilisé et la minimisation s’est faite en 
deux étapes  comprenant 10000 pas de la méthode de plus grande pente (steepest descent) 
suivis de 10000 pas de gradient conjugué (conjugated gradient). 
 
VIII-2- Calcul des trajectoires d’accès/sortie des énantiomères 
 
Les trajectoires de déplacement des énantiomères R et S le long du site actif ont été calculées 
à partir des modèles obtenus par arrimage moléculaire des intermédiaires tétraédriques liés de 
façon covalente à la Ser 87 de BCL. Afin de permettre le déplacement des énantiomères, la 
liaison covalente entre la serine catalytique et le substrat a été scindée pour créer deux entités 
moléculaires séparées. La Serine 87 a été mutée en Alanine afin d’éviter les contacts stériques 
entre la fonction hydroxyle de la serine et le substrat. L’hybridation du carbone tétraédrique 
du substrat a alors été corrigée de sp3 en sp2 (fonction carbonyle). Une optimisation de la 
géométrie a ensuite été réalisée à l’aide du programme Sander de AMBER 9 18. Cette 
minimisation a été effectuée en maintenant une contrainte de distance entre le carbone de la 
fonction carbonyle du substrat et le carbone β de l’alanine 87 ainsi qu’une contrainte sur 
l’angle dièdre du substrat impliquant ce carbone, le maintenant dans sa valeur initiale. 
Le logiciel Biomove3D a permis le calcul des trajectoires des énantiomères du fond de la 
poche vers l’entrée du site actif. Dans le formalisme de cette approche, la lipase et le substrat 
sont modélisés comme des mécanismes polyarticulés, dont les mouvements sont restreints par 
les contraintes géométriques comme des évitements de conflits stériques entre les atomes 
définis par des sphères de rayon de van der Waals donné. Le substrat est considéré comme 
entièrement flexible ainsi que toutes les chaines latérales de la protéine dont le mouvement est 
nécessaire au déplacement des énantiomères au cours de la  trajectoire. Un algorithme de 
planification de mouvement est intégré au logiciel Biomove3D 19. L’algorithme ML-RRT 
(Manhattan-Like Rapidly-exploring Random Tree) 20 est ainsi utilisé pour explorer l’espace 
conformationnel accessible au niveau du site actif. Cet algorithme considère deux jeux de 
paramètres : actifs et passifs, qui sont traités de manière découplée. Les paramètres actifs 
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considèrent la localisation et les torsions internes du ligand, ils sont traités à chaque itération 
de l’algorithme. Les paramètres passifs prennent en compte uniquement les angles de torsion 
des chaines latérales de la protéine dont le mouvement est requis pour permettre le 
déplacement du substrat. Par conséquent, l’algorithme favorise le mouvement du ligand et 
détermine les chaines latérales de la protéine qui doivent bouger pour permettre la progression 
du ligand dans la poche catalytique. Bien que les parties actives et passives bougent 
alternativement dans le chemin calculé par l’algorithme ML-RRT, un lissage du chemin 
randomisé après que le processus de recherche ait été effectué. Pour chaque paire 
enzyme/énantiomère, l’arbre de recherche généré par l’algorithme ML-RRT est codé dans une 
structure tridimensionnelle de données appelée carte de voxels. La procédure utilisée pour 
construire les cartes de voxels a été décrite auparavant par Cortés et coll. 21. 
 
VIII-3- Simulations de dynamique moléculaire 
 
Les simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées à l’aide du programme AMBER 9 
et du champ de force ff0322, 23. Le modèle de départ de BCL est dérivé de la structure 
cristallographique haute résolution de BCL dans sa conformation ouverte, disponible dans la 
base de données de protéines (http://www.pdb.org) sous la référence 3LIP. Les modèles des 
mutants de BCL ont été construits à partir de BCL sauvage en utilisant le module Biopolymer 
de Sybyl. 
L’ion calcium qui joue un rôle structural dans BCL a été conservé dans le modèle et 
paramétré selon des travaux antérieurs24. Quatre cations Na+ ont été ajoutés pour neutraliser la 
protéine. Les molécules de solvant ont été prises en compte de façon explicite. Pour toutes les 
simulations, une boite de solvant (eau, octane, eau/octane) de la forme d’un  parallélépipède 
laissant un espace d’1 nm autour du soluté a été utilisée.  
Pour les simulations dans l’eau, des molécules d’eau de type TIP3P (~8000) ont été ajoutées 
en utilisant le module LEaP intégré dans AMBER9. Une boite d’octane périodique a été créée 
pour réaliser les simulations dans l’octane. Les charges atomiques Mulliken de la molécule 
d’octane ont été obtenues par un calcul Hartree-Fock avec des méthodes 6-31G* à l’aide du 
logiciel Jaguar (Schrödinger, Portland, USA). Le champ de force gaff a ensuite été paramétré 
pour les molécules d’octanes. Une fois construite, la boîte d’octane a subit une minimisation 
énergétique de 2000 itérations pour éliminer les contacts défavorables entre les molécules 
d’octane. 
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Pour générer l’interface octane/eau, la boite d’eau construite pour les simulations en phase 
aqueuse a été tronquée afin de supprimer les molécules d’eau entourant le volet amphiphile. 
Une boite d’octane a ensuite été posée sur la boite d’eau, avec la protéine positionnée à 
l’interface des deux boites (remplies respectivement d’environ 7000 molécules d’eau et de 
400 molécules d’octane) et le volet amphiphile se trouvant dans un environnement d’octane. 
Les systèmes ainsi générés ont été minimisés jusqu’à convergence pour soulager les contacts 
moléculaires défavorables créés à la jonction des boites de simulation.  
Pour chaque environnement considéré, la préparation des simulations de dynamique 
moléculaire a consisté en une étape initiale de minimisation (méthodes de la plus grande pente 
ou de gradient conjugué) où les positions atomiques du soluté ont été les premières restreintes 
à l’aide d’un potentiel harmonique. La constante de force a été ensuite progressivement 
diminuée tout au long de la procédure de minimisation jusqu’à une étape de minimisation non 
contrainte. La minimisation a ensuite été suivie d’un lent réchauffement à 310 K sur une 
période de 100 ps. A la température finale requise, le système a été équilibré sur 100 ps en 
imposant une température et une pression constantes (310K, 1 bar) via l’algorithme de 
Berendsen 25 avec une constante de couplage de 0.2 ps pour les deux paramètres.  
Les simulations ont ensuite été réalisées sur une durée de 20 ns dans des conditions de 
température et de pression constantes en utilisant l’algorithme de Berendsen avec une 
constante de couplage de 2 ps pour les deux paramètres. Les interactions électrostatiques ont 
été calculées en utilisant la méthode de Particle-Mesh Ewald 26 avec un seuil de coupure non 
lié de 10 Å. Toutes les liaisons impliquant des atomes d’hydrogène ont été contraintes avec 
l’algorithme SHAKE 27 permettant l’utilisation d’intervalles de temps de 2 fs pour intégrer 
l’équation de mouvement. Les simulations ont été poursuivies sur 20 ns et les conformations 
du système sauvegardées toutes les 0.4 ps pour une analyse ultérieure. L’analyse des 
trajectoires a été réalisée en utilisant le module Ptraj de AMBER9. L’écart quadratique moyen 
(RMSD) a été calculé pour les atomes de la chaine principale de la protéine en utilisant la 
méthode des moindres carrés. La distance entre les hélices ou  entre deux résidus donnés a été 
calculée à partir de leurs centres de masse.  
Les fluctuations des positions atomiques (∆ri²) de la chaine principale ont été calculées. La 
valeur moyenne des masses pondérées a été calculée pour chaque résidu. Ces paramètres sont 
reliés au facteur de température B (B-factor) par la relation suivante :  
 
Bi = 8π2 <∆ri2> 
3 
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Les facteurs B théoriques ont été calculés à partir des coordonnées atomiques extraites sur les 
20 ns de simulations. Les surfaces accessibles au solvant ont été calculées à l’aide du 
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Insights into lid movements of Burkholderia 
cepacia lipase inferred from molecular 
dynamics simulations 
 
Sophie Barbe, Vincent Lafaquière, David Guieysse, Pierre Monsan, 




The interfacial activation of many lipases at water/lipid interface is mediated by large 
conformational changes of a so-called lid subdomain that covers up the enzyme active site. 
Here we investigated using molecular dynamic simulations in different explicit solvent 
environments (water, octane and water/octane interface) the molecular mechanism by which 
the lid motion of Burkholderia cepacia lipase might operate. Although B. cepacia lipase has 
so far only been crystallized in open conformation, this study reveals for the first time the 
major conformational rearrangements that the enzyme undergoes under the influence of the 
solvent, which either exposes or shields the active site from the substrate. In aqueous media, 
the lid switches from an open to a closed conformation while the reverse motion occurs in 
organic environment. In particular, the role of a sub-domain facing the lid on B. cepacia 
lipase conformational rearrangements was investigated using position-restrained MD 
simulations. Our conclusions indicate that the sole mobility of α9 helix side-chains of B. 
cepacia lipase is required for the full completion of the lid conformational change which is 
essentially driven by α5 helix movement. The role of selected α5 hydrophobic residues on the 
lid movement was further examined. In silico mutations of two residues, V138 and F142, 
were shown to drastically modify the conformational behaviour of B. cepacia lipase. Overall, 
our results provide valuable insight into the role played by the surrounding environment on 
the lid conformational rearrangement and the activation of B. cepacia lipase. 
 
 




The natural catalytic activity of lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) consists in 
hydrolyzing carboxylic ester bonds. Due to a remarkable stability in organic media, these 
enzymes are also largely employed to catalyze esterification (reverse hydrolysis), 
interesterification and transesterification reactions. This versatility makes lipases very 
attractive for a large number of applications in the food, detergent, pharmaceutical, leather, 
textile, cosmetic and paper industries.1-5   
X-ray studies have revealed a remarkable conservation of secondary and tertiary structures 
amongst all lipases 6-8, despite the large diversity found in their size and amino acid 
sequences. Indeed, these enzymes commonly adopt an α/β hydrolase fold, which consists of a 
core of about five (or more) parallel β-strands flanked by several α-helices, with a highly 
































Figure 1 : Schematics of BCL structure. The fold is shown in a cartoon representation in 
which β-strands are represented by arrows and helices as coils. The region 1-117 is coloured 
in Purple, lid (118-159) in red, region 160-213 in grey, sub-domain facing the lid (214-261) in 
blue and region 262-320 in light brown.The position of a Ca2+ is indicated by a sphere. The 
catalytic triad (S87, D264 and H286) and amino acid residues involved in oxyanion hole 
stabilization (L17 and Q88) are shown in stick. 
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An important feature of many lipases consists in the presence of a mobile sub-domain, named 
lid or flap, which lies over the active site in different ways, making it either accessible to the 
substrates (open lid) or shielded from the external environment (closed lid). Thus, the lid, 
which length and complexity vary upon the enzyme, undergoes conformational 
rearrangements that switch the enzyme between inactive (closed lid) and active (open lid) 
states. Whereas the closed conformation is alleged to predominate in aqueous media, as 
indicated by the lower lipolytic activity of most lipases in water, the open conformation is 
expected to prevail in organic media and at water/lipid interfaces in which lipases are highly 
active, a phenomenon known as interfacial activation.9, 10 The conformation of the lid (degree 
of opening) but also its amphipathic nature and its specific amino acid sequence have been 
shown to play a key role on activity and specificity of lipases.11-24 Structural findings based on 
X-ray studies indicate that lipases may be divided into three groups depending on the 
conformation of the lid: (i) closed conformation25-32, (ii) open conformation, stabilized by a 
covalently bound inhibitor or detergent occluding the active site33-42, (iii) open conformation, 
not directly stabilized by any substrate or any analogous product.43-47 The resolution of these 
numerous lipase structures in different states has allowed the identification of mobile 
elements, however, the detailed description of the activation mechanism by which the lid 
motion operates is still poorly understood. The characterization at atomic level and in real 
time of such large conformational transitions remains challenging for experimental 
biophysical methods.48, 49 Thus, molecular modelling techniques are of utmost interest to 
access dynamic information on macromolecular systems. To date, a number of molecular 
dynamics simulation studies have been carried out to gain some insight on the lid 
conformational changes and the role played by the surrounding environment (solvent, pH, 
temperature) on the dynamics properties of several lipases.50-62 However, most of these 
reports have focused on the modelling of the dynamic properties of equilibrium states (closed 
or open), using short MD simulations and methods such as essential dynamics analysis to 
identify large concerted atomic motions related with functionally relevant motions. Only a 
limited number of large scale MD simulations (> 10ns) have been performed to investigate 
the entire conformational transition between the closed and the open conformations 50, 54, 57. 
In a continuation of our efforts to investigate the structural determinants involved in lipase 
activity and selectivity63-65, we aim herein at getting a deeper insight on the structure and 
plasticity of Burkholderia cepacia lipase (BCL), a 33-kDa protein, using multiple molecular 
dynamics simulations in different environments (water, octane and at the water/octane 
interface). So far, BCL has only been crystallized in open conformation, both in the absence 
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and in the presence of an inhibitor or substrate38-40, 43, 44. However, the x-ray structure 
determination of highly homologous lipases25, 26 in a closed state suggests that BCL might 
also exist in a closed conformation. Herein, large-scale MD simulations carried out in explicit 
solvent reveal the significant influence of the environment on the lid conformation of BCL 
and the drastic conformational rearrangements undergone by the enzyme when changing from 
an organic to an aqueous media. To our knowledge, this is the first detailed computational 
study which aims to probe the dynamic properties of BCL lid by performing extended MD 
simulations of both wild-type BCL and mutant proteins. These results shed some light on the 
key structural features gearing the closing/opening of the lid, opening thus site-directed 
mutagenesis opportunities to modulate BCL activity and develop highly performing 
biocatalysts for industrial needs. 
 
 
III- Results and discussion 
  
Burkholderia cepacia lipase has so far only been crystallized in an open conformation.43, 44 By 
sequence alignment and structural comparison with homologous lipases crystallized in open 
and/or closed conformation, a lid domain which length is about 40 residues was proposed for 
BCL.41, 43, 44 This mobile domain corresponds to the earlier described U1 domain44 (residues 
118-166), composed by a helix-loop-helix motif encompassing α4 and α5 helices (composed 
of residues 118-127 and 134-150, respectively) and connected to the α6 helix (residues 160-
166). Structural comparison of BCL (PDB : 3LIP43) with  Burkholderia glumae (BGL) and 
Chromobacterium viscosum  (CVL) lipases in closed conformation (PDB: 1QGE25, 44 and 
PDB: 1CV26, respectively), both sharing 84% sequence identity with BCL, revealed that 
major differences are observed within the α5 helix that is assumed to be rearranged during the 
closing of the lid. The relative stability of BCL open form is expected to vary depending on 
the nature of the environment (polar, hydrophobic or presence of detergent). Therefore, to 
characterize the conformational changes occurring during the "switch" between open and 
closed states, we carried out a series of large-scale MD simulations using various explicit 
solvent conditions (water, octane and water/octane interface).  
 
Annexe 2 : Exploration des mouvements de BCL par simulations de dynamique moléculaire 
243  
III-1- Dynamics of BCL in aqueous environment 
 
III-1-1- Lid closure in aqueous environment 
 
 The starting model of BCL in open conformation was built from the X-ray structure of 
BCL.43 The model was solvated in explicit water and then subjected to a 20 ns MD simulation 
under constant temperature and pressure conditions.  
As a check for the stability of protein structure during the course of the MD simulation, the 
time evolution of the backbone atoms RMSD from the starting structure of production 
dynamics were calculated after least square fit (Figure 2A). The profile obtained indicates that 
the backbone RMSD gradually increased by 1Å up to 2 ns to reach a first plateau for about 10 
ns. The RMSD started to increase again by 1.5Å around 12 ns to stabilize at ~16 ns. These 
results indicate that the protein structure has spontaneously undergone significant 
conformational changes during the course of the simulation. To avoid artefacts, the MD 
simulation was run twice with different starting velocity distribution and the same 
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Open Crystal structure






































































Figure 2 : Quantitative measurements of BCL movements during MD simulations in distinct 
environments. (A) Root mean squared deviation of BCL backbone atoms as a function of time 
during simulations of 20ns in water (black), octane (green) and a octane/water interface 
(magenta), starting from the open X-ray structure of BCL; (B) RMSD of BCL backbone 
atoms as a function of time during simulations of 20ns in octane (cyan), starting from the 
closed conformation obtained after MD simulation in water. The RMSD of the X-ray open 
structure relative to the closed initial conformation is shown by a dark line.  (C) Variation of 
the distance between α5 and α9 helices as a function of time: in water (black), octane (green) 
and a octane/water interface (magenta), starting from the open X-ray structure of BCL; (D) 
Variation of the distance between α5 and α9 helices as a function of time: in octane (cyan), 
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A detailed analysis of the simulation showed a particularly high mobility for a BCL sub-
domain located between residues 118-159 for which the RMSD varied up to 5 Å (Figure 3A). 
The conformational rearrangement of BCL became clearly apparent after comparison of the 
starting conformation with the one obtained after 20ns of MD simulation (Figure 4A). In 
particular, sub-domain constituted by the stretch of residues 118-159 moved by ~ 13.3Å along 
the simulation (as measured by displacement of A141 Cα atom between initial and 20ns 
structures) to adopt a closed conformation in which the sub-domain obstructs completely the 
active site (Figure 4C-D). This mobile region is encompassed in the earlier described U1 
domain43. Throughout the manuscript, we will call lid the sub-domain composed by the helix-






































Figure 3 : Time variation of the RMSD of backbone atoms of several regions of BCL during 
the course of a 20 ns MD simulation carried out in explicit water, starting from the open X-
ray structure of BCL. (A) region 1-117 coloured in Purple, lid (118-159) in red, region 160-
213 in grey, sub-domain facing the lid (214-261) in blue and region 262-320 in light brown; 
(B) α5 helix (134-150) coloured in orange, inter-helix loop of the lid (128-133) in yellow, α4 






























































Figure 4 : Representation of movements occurring in BCL protein over a 20ns MD 
simulation in water environment. Lid region (118-159) is coloured in red and region (214-
261) in blue. The catalytic triad and amino acid residues involved in oxyanion hole 
stabilization are coloured in yellow. (A) Backbone superposition of the starting X-ray 
structure (open conformation) and structure obtained after 20ns simulation in water (closed 
conformation). The α5 helix of the lid has moved by 13.3 Å as measured by the displacement 
between the A141 Cα atom in initial and 20ns structure. The N-terminal part of the α9 helix 
has moved by a distance of 4.4Å as measured by the distance between the A247 Cα atom in 
initial and 20ns structure. (B) Residues forming the interface between α5 and α9 helices in 
the closed conformation of BCL obtained after MD simulation in water. (C) Surface of the 
open X-ray structure of BCL. (D) Surface of the closed conformation obtained after MD 
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A more detailed examination of the MD simulation revealed that the flexibility of the lid 
mainly results from motions in the α5 helix and to a lesser extent to the inter-helix loop and 
α4 helix. Indeed, the RMS-deviation of the α5 helix varied by ~ 3 Å during the first 16ns of 
the simulation, while on the other hand, the α4 helix and the inter-helix loop (region 128-133) 
only experienced some slight fluctuations around 14 ns and 16 ns of simulation, respectively 
(Figure 3B). As can be seen in Figure 4A, the α5 helix gets shorter (135-145) during the 
simulation. Noteworthy, the region composed of residues 214-261 which faces up the lid, and 
defined as U2 domain in previous work44, also showed significant flexibility, although lower 
than that observed for the lid (RMSD of approximately 2.5 Å vs 5 Å for region 214-261 and 
the lid, respectively) (Figure 3A). This sub-domain consists of a helix-loop-helix motif, 
composed of α8 and α9 helices and anti-parallel β-strands (b3-b4) (Figure 1). Within this 
region, the main movements are endured by β-strands (b3 and b4), also corresponding to an 
area of high crystallographic B-factors in BCL as well as unresolved regions in X-ray 
structures of BGL25 and CVL26 lipases (Figure 4A). The N-terminal end of α9 helix 
experiences a short displacement toward the α5 helix of the lid (~ 4.4 Å shift as measured by 
A247 Cα atom between initial and 20ns structures), thus contributing to  the shielding of the 
enzyme active site (Figure 4A). Interestingly, such a shift of α9 (244-256) was not anticipated 
from the comparison of X-ray structures of BCL with homologous lipases BGL and CVL 
crystallized in closed conformation.  The closure of BCL is reflected by a smooth decrease of 
the distance between α5 and α9 helices  going from ~ 24 Å apart to ~ 12 Å (as measured by 
the distance between centres of mass of α5 and α9 helices) during the first 16 ns of the 
simulation (Figure 2C). Noteworthy, the stabilization of the distance between α5 and α9 
helices at 16 ns (Figure 2C) coincides with the stabilization of the protein RMSD (Figure 2A).  
The conformational rearrangements occurring in BCL structure along the simulation 
also bring a profound change in the exposed surface of the protein. These changes observed 
between the open and the closed conformations have been quantified by analyzing the solvent 
accessible surface. A plot of this surface difference reveals that 12 residues (F119, V123, 
V126, V138, I139, F142, F146, T156, I218, F221, P243 and A247), mostly hydrophobic, are 
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Figure 5 : Plot of the difference between the solvent-accessible surface calculated for the 
closed conformation (final structure after 20 ns MD simulation in water) and the open 
conformation (X-ray structure) versus BCL residue number. For each residue, the solvent-
accessible area calculated using DSSP program66 in the closed conformation was subtracted 
from that in the crystallographic structure of BCL (PDB: 3LIP). The secondary structure of 




Altogether, these 12 residues account for about 8% (~ 1110 Å2) of the total solvent accessible 
surface of open BCL (~ 13309Å2). These results are also in agreement with the decrease of 
the exposed area of hydrophobic residues in the closed conformation of BCL (-874 Å2) (Table 
1). Overall, the total solvent-accessible surface in the closed conformation of BCL is almost 
unchanged (- 246 Å2). This is due to a significant increase of the surface exposed by non-
hydrophobic residues (such as acidic, basic and polar) (+ 628 Å2). Indeed, the exposed 
hydrophilic surface is augmented in the closed conformation (+ 473 Å2) (Table 1), as also 
illustrated in Figure 5, where 6 out of the 8 residues (N144, N152, N154, N157, T174, S219, 
V223 and L246) which become surface exposed in the closed conformation are hydrophilic. 
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Table 1 : Comparison of solvent-accessible molecular surface in the open (X-ray) and closed 
(MD) conformations of B. cepacia lipase. 




(D, E) 1054 904 +150 
Basic 
(H, K, R) 1239 1234 +5 
Polar 
(S, T, N, Q, C, Y) 5056 4583 +473 
Hydrophobic 
(A, V, I, L, P, M, G, W, F) 5714 6588 -874 
Sum 13036 13309 -246 




Supporting these observations, analysis of simulated B-factors during the closing 
process of BCL in water environment shows that residues of the lid, and region 214-261 are 
more flexible during the simulation than residues of the protein core (Figure 6). The highest 
B-factors were reached by residues 131-145 and 221-246, of which most are of hydrophobic 
nature. Amongst residues identified by the B-factor analysis shown in Figure 6, a number of 
them are residues that undergo significant solvent exposition changes, essentially by 
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Figure 6 : Calculated B-factors of BCL residues from MD simulations carried out in water 
(black), octane (green) and a octane/water interface (magenta), starting from the open X-ray 
structure of BCL ; in octane (cyan) starting from the closed conformation obtained after MD 
simulation in water. The secondary structure of BCL is shown on the graph for reference. 
 
 
Overall, most significant changes occurring during the conformational transition are observed 
for residues belonging to α4 and α5 helices of the lid, although minor changes can also be 
seen in the sub-domain facing the lid, region 214-261 (Figure 6).  
During the course of MD simulations, residues involved in the catalytic machinery 
located at the bottom of a narrow and deep pocket (catalytic triad: S87, H286, D264 and 
oxyanion hole stabilisation: Q88 and L17) did not undergo any significant rearrangement, but 
they rather became covered by the surface flap in aqueous medium, hence controlling the 
accessibility of the substrate to the catalytic site (Figure 4C-D). However, L17 residue which 
contributes to the oxyanion hole was shown to slightly change its position with the moving 
loop (~2-3 Å as measured by distance between L287 and L17 centres of mass, data not 
shown). This indicates that the oxyanion hole is not preformed in the closed conformation of 
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BCL as previously suggested for a number of lipases.67 Interestingly, L17 together with L287 
and V266 are known to contribute to the narrowing of the active site pocket what might play a 
role in enantioselectivity by constraining the accessibility of substrates to the catalytic 
centre.64, 65 Thus, it might be assumed that the degree of opening of the lid might alter the 
topology of the active site, in particular by moving L17, and play a role in enantiomer 
recognition and therefore on BCL enantioselectivity.  
The stability of the closed conformation was checked by pursuing the simulation up to 
30 ns. The RMSD of all structural elements remained stable between 20 to 30 ns. The 30 ns 
structure was highly similar to the 20 ns one (lid RMSD < 0.25 Ǻ). Noteworthy, the BCL 
closed conformation obtained from MD simulation in water did not differ much from the 
crystal structure of homologous BGL lipase25 in closed conformation (RMSD ~ 1.7 Å). Some 
differences were observed for the α5, α6 and α9 helices (Figure S1). In particular, the N-
terminal end of α9 helix of the BCL simulated closed conformation showed a short 
displacement toward the α5 helix of the lid that was not observed in the x-ray closed structure 
of BGL. Other minor differences reside in the definition of the secondary structures. Whereas 
the α5 helix is formed by the 135 to 145 residues in the 20 ns conformation of BCL, this helix 
encompasses 137 to 149 residues in BGL structure. The BGL closed structure shows a long 
α6 helix (residues 156-166) while this helix is significantly shorter in the 20 ns conformation 
of BCL (160-166), where D157 is replaced by N157 in the sequence of BCL. During the 
closure motion, the 156-159 region remains in a loop conformation as observed in the open 
X-ray structure of BCL. Therefore, the folding of α6 helix N-cap did not seem crucial for a 
complete shielding of the active site by the lid of BCL. These results clearly show that a 20ns 
unrestrained simulation in water is long enough for the enzyme to spontaneously interconvert 
from the open crystallographic conformation to a closed state, resembling the closed 














Figure S1 : Superimposition of the homologous BGL crystal structure (magenta coloured) 
and BCL closed conformation obtained after 20ns MD simulation in water (cyan coloured). 
 
 
III-1-2- Role of region 214-261 in lid closure 
 
Subsequently, we have investigated in more details the role played by region 214-261 in the 
closing movement of BCL in water and examined whether motions of this region are required 
for the closure of the flap. Restrained MD simulations have already shown their efficiency to 
study the interdependence of sub-domain movements on global conformational changes of 
proteins.50, 68 Thus, we performed successive MD simulations with different type of restraints 
on region 214-261.  
In the first simulation, restraints were placed on positions of both the backbone and the side 
chains of residues 214-261. Analysis of the simulation shows that BCL remained wide open 
for the first 16 ns of the simulation (Figure 7A). Only then, the distance between α5 and α9 
helices began to decrease to reach a stable conformation at ~ 24ns. An examination of the 
conformational changes occurring along the simulation revealed a displacement of α5 toward 
α9 helix, as shown by the displacement of A141 Cα atom by ~6 Å between the initial and the 
40 ns structure. This displacement of α5 suggests the initiation of a closing movement. 
However, BCL remained in a half-closed state without reaching the fully closed conformation 
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observed in unrestrained simulations, even though the simulation was extensively pursued up 
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Figure 7 : Comparison of MD simulations using different type of restraints. Time variation of 
the distance between α5 and α9 helices during the course of a MD simulation carried out (A) 
in water starting from the open X-ray structure of BCL and (B) in octane starting from the 
closed conformation obtained after MD simulation in water when the system is unrestrained 
(in black), when the whole region 214-261 is restrained (in blue) and the sub-domain 214-261 
is restrained but the mobility of the α9 helix side-chains (244-256) is allowed (in green). 
 
 
The next set of simulation was carried out by removing restraints on side-chains of α9 
helix (244-256) but keeping restraints on other atoms (backbone and side-chains) of the sub-
domain. Interestingly, the relative distance between α5 and α9 helices followed a trajectory 
similar to that observed for the unrestrained MD simulation (Figure 7A). The conformation 
achieved at the end of the 20ns simulation is a closed conformation in which the active site is 
covered by the lid, which is highly comparable to that obtained in unrestrained simulations. 
These results indicate that the sole mobility of α9 helix side-chains is needed for a complete 
closure of BCL lid. The α9 helix tilt, -not allowed in restrained MD- but observed in the 
unrestrained simulation appears thus not essential. Our results suggest thus that the closure 
mechanism of BCL significantly differs from the double-lid closing movement proposed for 
Pseudomonas aeruginosa lipase (PAL)50 and Geobacillus thermocatenulatus BTL2 lipase.35 It 
has been shown that a second lid in PAL, which overlaps with region 214-261 in BCL, 
triggered the movement of the main lid. Although these enzymes share 42% identity 
sequence, the amino acid composition of the triggering lid identified in PAL varies 
significantly from the equivalent region in BCL, what could be at the origin of the differences 
observed between their closing mechanisms. In particular, hydrophobic residues in α5 and α9 
helices forming the interface in the closed conformation change considerably. Another 
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difference resides in the presence of b3 and b4 strands in BCL, absent in PAL, believed to be 
involved in the stabilisation of α9 helix. In PAL, the absence of the β-hairpin is compensated 
by a larger tilt of the α9 helix which then plays a triggering role for the movement of the lid 
and the shielding of the active site. Nonetheless and worth to be pointed out, conclusions on 
the double-lid mechanism reported in this earlier investigation of PAL were based on MD 
simulations with the region corresponding to the second lid fully restrained and without 
further examining the role of amino acid side chains in enzyme closure. We observed in our 
study of BCL that considerably distinct results are obtained when region 214-261 is only 
partially restrained. 
 
III-2- Dynamics of BCL in organic solvent and at water/octane 
interface 
 
III-2-1- Lid behaviour in non-aqueous environment 
 
The open conformation of BCL obtained by crystallographic studies43 was subjected to 20 ns 
MD simulations in explicit octane solvent and in an explicit water/octane interface (Figure 
S2). 
 
Figure S2 : View of open BCL accommodated at the water/octane interface after 
minimization, heating and equilibration phases. Octane molecules are coloured in cyan, water 
molecules in magenta. BCL is represented as a cartoon with the lid region coloured in red and 
the sub-domain facing the lid in blue. 
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In both environments, simulations exhibited a very similar RMSD profile for the backbone 
atoms with an increase lower than 1 Å over the course of the entire simulation, indicating a 
very limited flexibility of the protein (Figure 2A). Comparison of structure snapshots taken 
along the 20 ns simulation revealed that BCL stayed in the wide open conformation observed 
in the crystal, and no significant change was detected in the distance between α5 and α9 
helices (Figure 2C). A superimposition of the crystallographic open BCL structure (PDB : 
3LIP) with the conformations obtained after 20 ns simulations in octane and water/octane 
environment is shown in Figure S3. Noteworthy, a slightly more open conformation of BCL 
was reached in water/octane interface environment compared to the conformation adopted in 
octane, as revealed by a larger distance between α5 and α9 helices (Figure 2C). As shown by 
simulated B-factors in Figure 6, small fluctuations were only detected in b3 and b4 strands. 
During the whole simulation, BCL remained adsorbed to the water/octane interface through 
the lid and its facing region 214-261, while the rest of the protein was embedded in the 
aqueous medium. In its open conformation, the lid of BCL exposes a large hydrophobic patch 
formed by residues F119, V123, V126, V138, I139, F142, V143, V145, F146, V138, I139 
providing a large area for lipidic substrate binding, and constituting the main site of 





Figure S3 : Superimposition of the BCL open crystal structure (PDB : 3LIP, magenta 
coloured) and conformations obtained after 20ns MD simulations in octane (blue coloured) 
and water/octane interface (green coloured). 
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To further evaluate the effect of non-polar solvent on BCL activity, we carried out a series of 
experiments on BCL inhibition. The covalent inactivation of BCL by diethyl chlorophosphate 
was studied in the presence and in the absence of a detergent, Triton x-100, simulating a 
water/organic solvent interface. As seen in Figure 8, in the presence of the detergent, we 
observed a drastic and rapid inactivation of BCL (>95%) in less than 10 min which is 10 
times slower in the absence of detergent. The presence of the detergent appears to clearly 
facilitate the opening of BCL into an active conformation which allows then the covalent 
binding of the inhibitor to the catalytic serine. These results are in agreement with similar 
experiments carried out recently on Geobacillus thermocatenulatus BTL2 lipase.35 
 
Figure 8 : Time course of the inhibition of BCL in the presence ( ) and in the absence () 
of triton X-100. BCL was incubated with diethyl chlorophosphate dissolved in isopropanol. 
Residual lipase activity was measured using a pNPB assay.69 
 
III-2-2- Lid opening in octane environment 
 
Next, we investigated the “reverse” simulation in octane by starting from the closed 
conformation of BCL obtained upon 20 ns of simulation in aqueous media.  To do so, the 
protein was embedded in an octane box and subjected to a 20 ns MD simulation under 
constant temperature and pressure conditions. The backbone RMSD profile shown in Figure 
2B gradually increased by 2Å during the first 12ns of the simulation and then stabilized for 
the rest of the simulation. The outcome of the simulation revealed a spontaneous roll back of 
the flap towards a typical open conformation, rendering the enzyme active site accessible to 
substrates. A detailed analysis of the simulation confirmed a high mobility of the lid (118-
159) for which the RMSD increased by ~ 4 Å during the first 12 ns, before stabilizing for the 
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rest of the simulation. Of note, the rest of the protein did not exhibit any significant variation 




















Figure 9 : Time variation of the RMSD of backbone atoms of several regions of BCL during 
the course of a 20 ns MD simulation carried out in explicit octane, starting from the closed 
conformation obtained after MD simulation in water: region 1-117 coloured in Purple, lid 
(118-159) in red, region 160-213 in grey, sub-domain facing the lid (214-261) in blue and 




In comparison with the closing movement in water, the opening process occurred faster in 
octane environment (16 ns vs 8 ns before stabilization in water and octane, respectively). 
Nonetheless, in spite of this difference, the main structural elements involved in the 
conformational transition remained identical. Like for the closing movement in aqueous 
environment, the α5 helix constituted the main mobile part of the lid in the opening 
movement in octane. Its RMSD after least-square fit of the protein backbone atoms was 
approximately 2.5 Å, coinciding with a displacement of the α5 helix of ~13.4 Å as measured 
by the displacement between the A141 Cα atom in initial and 20ns structure. During the 
trajectory, the α5 helix moved significantly away from the α9 helix as shown by the increase 
in the α5- α9 distance in Figure 2D. As a result of this displacement, hydrophobic residues of 
both helices which were interacting with each other through intramolecular contacts in the 
closed conformation were moved apart along the trajectory. In the final open conformation of 
BCL, hydrophobic residues of the flap became exposed to the surface of the protein and 
available to interact through inter-molecular interactions with solvent molecules, thus 
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stabilizing the open conformation. Interestingly, atomic positional fluctuations of backbone 
atoms were found larger for the lid residues during the opening process in octane than for the 
closure in water (Figure 6). However, b3 and b4 strands (214-228) did not undergo any 
significant conformational rearrangement during the opening as opposed to changes observed 
during the enzyme closure (Figure 6). Interestingly, b3 and b4 strands appeared to become 
involved in stabilizing interactions with the α9 helix which moved closer by ~ 4.1 Å during 
the opening of BCL, as measured by A247 Cα atom displacement between initial and 20ns 
structures. Such orientation of α9 helix achieved at the end of the simulation appears very 
similar to that observed in the X-ray open structure. 
Here again, these results show that the interconversion from a closed form to the active open 
conformation of BCL occurs spontaneously within the 20ns of unrestrained simulation in 
octane. Consistent with these results, recent and independent computational studies performed 
in hexane by Juergen Pleiss's group (personal communication) led to similar conclusions 
regarding the effect of solvent on the conformational behaviour of BCL lid. 
 
III-2-3- Role of region 214-261 in lid opening 
 
The importance of region 214-261 in the opening mechanism of BCL was investigated 
through restrained MD simulations, focusing more particularly on the role of the α9 helix. 
Like for the closing process, MD simulation performed with complete restraints (backbone 
and side-chains) on the sub-domain 214-261 did not allow the conformational transition and 
BCL remained in a closed conformation (Figure 7B). On the other hand, allowing the 
mobility    of the α9 helix side-chains permitted the opening of BCL as shown by the increase 
of the distance between α5 and α9 helices (Figure 7B). Nonetheless, trajectories obtained for 
unrestrained and restrained systems showed some differences. Indeed, whereas the distance 
between α5 and α9 helices stabilized at ~ 12ns for unrestrained simulation, it stabilized only 
~16ns when region 214-261, with the exception of α9 side chains, was restrained. Like for the 
closure movement, only mobility of α9 helix side-chains was essential for the opening of the 
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III-3- Modulation of the conformational switch by mutation of key 
residues 
 
A visual inspection of the conformational changes occurring along the MD trajectory 
calculated in water revealed that the closing movement of wild-type BCL is characterized by 
a rolling movement of the α5 helix, with the N-terminal end coming closer to the α4 helix 
and then, causing the C-terminal end of the α5 helix to move toward the α9 helix. A closer 
look at the atomic details involved in the closure mechanism revealed that residues of α5 
helix such as V138 and F142 which were initially exposed to the solvent become buried 
within the protein to form a network of intramolecular hydrophobic interactions with residues 
from α4 and α9 helices (Figure 4B).  Indeed, these α5 helix residues have been identified in 
Figures 5 and 6 as being highly flexible and going through considerable changes during the 
simulations in their exposition to the surrounding solvent. The two residues, V138 and F142 
were then selected for mutation in the aim to modulate the conformational behavior of BCL in 
water so that it keeps an active open form. We thus performed molecular dynamics 
simulations on different in silico mutants of residues 138 and 142 for which the parent residue 
was replaced by a smaller (V138A) or a polar amino acid (V138S, F142S). Because the 
structure of BCL mutants is not available, the mutants were constructed from the wild-type 
BCL in an open conformation and subjected to full-energy minimization and equilibration 
before MD simulation, carried out twice with different starting atomic velocities. One major 
goal of our MD studies was to examine the different dynamic properties of mutants with 
respect to the wild-type BCL protein.  
Analysis of MD simulations showed that replacement of the V138 residue by Alanine 
or Serine amino acids completely impeded the closure movement of the enzyme as  illustrated 
by the minor changes observed during the course of the simulation for the α5 helix  RMSD  
(Figure 10A), suggesting a key role of this residue in the conformational shift of the enzyme. 
The conformation of α5 helix reached in both V138A and V138S mutants after 20ns of MD 
simulation remained wide open, in a conformation highly similar to the X-ray open BCL 
structure (Figure 10B). Nonetheless, small differences were observed in the re-orientation of 
residues constituting the α5 helix. Notably, the orientation of V138S mutated residue toward 
the exterior of the protein reflects its stabilization by water environment, hampering thus the 
rolling movement of α5 toward α4 and α9 needed to attain a closed conformation. On the 
other hand, re-orientation of V138A mutated residue occurring along the simulation indicates 
an initiation of the closing movement of the enzyme. However, replacement of a Valine by an 
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Alanine residue at position 138, led to the shortening of the amino acid side chain, which 
could then not play its gearing role in the formation of the hydrophobic core between the 3 
helices. As shown in Figure 10B, the lid, more particularly the α5 helix (coloured in magenta 
on the figure), remained in an open conformation. 
The plot of α5 helix RMSD (Figure 10A) indicates that F142S mutant undergoes 
significant conformational changes during the course of the MD simulation. Indeed, Figure 
10B shows that F142S mutant adopts at the end of the 20ns an intermediate conformation 
between the open BCL observed in crystallography and the closed conformation obtained by 
MD. Snapshots taken along the simulation indicate that the first stage of the closing process, 
which corresponds to the C-ter end of the α5 moving closer to α4, occurs in the same way as 
for wild-type BCL. This first movement causes then F142S mutated residue, located in the 
middle of α5 helix, to slightly move toward α9. However, replacement of a Phenylalanine by 
a Serine at position 142, led to stabilization of S142 by water environment. In the absence of a 
hydrophobic residue at position 142, the amino acid is not driven toward the hydrophobic 
patch of α9 facing the lid, and thus the continuation of the closing movement is disfavoured. 
As a consequence of this incomplete movement, a distortion of the α5 helix is observed along 
the simulation near the F142S mutation.  




























Figure 10 : (A) Time variation of the RMSD of backbone atoms of α5 helix during the course 
of MD simulation carried out in explicit water on open structure of wild-type BCL (orange) 
and in silico BCL mutants : V138S (blue), V138A (magenta),  F142S (cyan) and V138S-
F142S (green). (B) Superposition of BCL mutant structures obtained upon simulation in 
water: V138S (α5 helix coloured in blue), V138A (α5 helix in magenta),  F142S (α5 helix in 
cyan) and V138S-F142S (α5 helix in green) with the open X-ray structure of BCL (α5 helix 
in white) and the closed conformation obtained after MD simulation in water  (α5 helix in 
orange). Residues V138 and F142 of wild-type BCL and V128S, V138A and F142S 
mutations in BCL mutants are shown in stick.  
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Along the MD simulation carried out on a double-mutant accumulating both mutations V138S 
and F142S, BCL kept an open conformation close to that observed for the V138S mutant 
(Figure 10B). The RMSD fluctuations observed for the α5 helix of V138S-F142S double-
mutant are also comparable to those seen for the single mutant V138S (Figure 10A), 
highlighting the major role played by residue V138 in the closure mechanism. 
From these results, it clearly appeared that replacement of one single hydrophobic residue had 
drastic effects on the movement of the lid. These results may help to guide directed 
mutagenesis experiments targeting the lid switch and modulate the activity of the enzyme 
depending on the environment. 
 
 
IV- Materials and methods 
 
IV-1- Computation procedures 
 
All MD simulations were carried out using the AMBER 9 suite of programs70 and the all-
atom ff03 force field.71, 72 The starting model of Burkholderia cepacia lipase was derived 
from the high-resolution crystal structure of BCL in an open conformation, available from the 
Protein Data Bank (PDB: 3LIP).43 The calcium ion which plays a structural role in BCL was 
conserved in the model and appropriately parameterized according to prior work.73 Four Na+ 
cations were added to neutralize the protein. Models of BCL mutants were constructed from 
wild-type BCL X-ray structure using the Biopolymer module of Sybyl7.3 (Tripos, Saint 
Louis, USA). 
MD simulations were performed under different conditions to investigate the effect of solvent 
on the dynamics of BCL. Solvent molecules were taken into account explicitly. For all 
simulations, performed in water, octane or water/octane respectively, the protein together with 
the counter-ions was embedded in a rectangular parallelepiped solvent box that left a space of 
1 nm around the solute. For explicit water simulations, TIP3P water molecules 
(approximately 8,000) were added using the LEaP module integrated in the AMBER9 
package. A periodic octane box was created to carry out simulations in explicit octane. To 
obtain appropriate atomic charges for use in the simulation, an ab initio calculation was 
carried out on octane molecule using the Jaguar software (Schrödinger , Portland, US). The 
Hartree-Fock calculation was run at 6-31G* level and Mulliken atomic charges were 
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computed. The gaff force filed74 was then used to parameterize octane molecules. The octane 
box was then subjected to 2000 energy minimization steps to remove any unfavorable 
contacts between octane molecules. The system was then equilibrated from 100 to 310 K 
under constant volume condition over 100 ps and then it was turned on constant pressure over 
100 ps to adjust the system density. The weak-coupling method75 was used to couple the 
system to a thermal bath of 310 K and a barostat of 1 bar with coupling constants of 0.2 ps. 
Finally, the protein was embedded in the periodic box filled with approximately 800 octane 
molecules.   
To generate the water/octane interface, the water box built around the protein in previous 
aqueous simulations was truncated in order to remove water molecules overlaying the 
protein's lid. An octane box was then laid over the water box, with the protein positioned at 
the interface of the boxes (respectively filled by approximately 7000 water molecules and 400 
octane molecules) and the lid embedded in the octane environment. While keeping the protein 
atomic positions fully restrained, the energy of the system was minimized until convergence 
to relieve any unfavorable molecular contacts created by the junction of the simulation boxes. 
The system was then equilibrated from 100 to 310 K under constant volume condition over 
100 ps and then it was turned on under constant pressure (1 bar) over 100 ps using the 
Berendsen algorithm75 with a coupling constant of 0.2 ps for both parameters. 
For each environment under study, preparation of MD simulations consisted of initial 
minimization steps (steepest descent and conjugate gradient methods) where atomic positions 
of solute were first restrained using a harmonic potential. The force constant was then 
progressively diminished along the minimization procedure until a final unrestrained 
minimization step.  The minimization was then followed by a slow heating to 310 K over a 
period of 100 ps. At the final required temperature, the system was equilibrated for 100 ps 
using constant temperature (310 K) and pressure (1 bar) conditions via the Berendsen 
algorithm75 with a coupling constant of 0.2 ps for both parameters. 
 The simulations were then carried out for a total of 20 ns at constant temperature and 
pressure conditions, using the Berendsen algorithm75 with a coupling constant of 2 ps for both 
parameters. Electrostatic interactions were calculated using the Particle-Mesh Ewald method76 
with a non-bonded cutoff of 10 Å. All bonds involving hydrogen atoms were constrained with 
the SHAKE algorithm77, permitting the use of 2-fs time steps to integrate the equations of 
motion. Center of mass translational and rotational motion was removed every 6000 MD steps 
to avoid methodological problems described by Harvey et al78. The trajectories were 
extended, as noted above, to 20 ns, and conformations of the system were saved every 0.4 ps 
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for further analysis. To avoid artefacts, MD simulations of open systems of BCL wild-type 
and mutants were run twice for 20 ns using different starting atomic velocities from a 
Maxwellian distribution. Trajectories analysis was carried out using the Ptraj module of the 
AMBER 9 package.70 The root mean square deviation (RMSD) was calculated for the protein 
backbone atoms using least squares fit. Distance between helices (ie. α5-α9) or between 
given residues was calculated with respect to their centers of mass. Computing of these 
geometrical parameters allowed checking the stability of MD simulations. 
Atomic positional fluctuations (∆ri2) of backbone were calculated. A mass-weighted average 
value was then calculated for each residue. These parameters are related to the B-factors 
through the following relationship: 
Bi = 8π2 <∆ri2> 
         3 
The simulated B-factors were calculated using the coordinates of the 20ns trajectories. 
The solvent-accessible surfaces were calculated using the DSSP program66 in which no 
solvent molecules were included. 
To investigate the movement interdependence of different segments of the protein, 
some simulations were carried out by restraining in Cartesian space a set of atomic positions. 
A harmonic potential was used to apply the restraints. Any deviation away from that fixed 
position was heavily penalized in the potential function. Visualization and graphics were done 
using VMD79 and PyMol80 softwares, respectively.  
All calculations were carried out at the Computing center of Region Midi-Pyrénées 
(CALMIP, Toulouse, France) and on the linux-cluster available at the Center for Computing 
Resources (CRI) of INSA-Toulouse, France. 
 
VI-2- Inhibition of BCL by diethyl chlorophosphate 
 
Burkholderia cepacia lipase was purchased from Roche-Diagnostic. The enzyme was 
inactivated in the presence of diethyl chlorophosphate (Acros organics) at a molar excess of 
inhibitor to lipase of 60. The inhibitor was initially dissolved in isopropanol. Inhibition of the 
lipase was carried out in the absence or in the presence of Triton X-100 (Euromedex) at 1 
mM. Lipase was solved in Tris-HCl buffer (100 mM, pH=7.5) at 2 nM (final concentration) 
and inhibitor was added (0.3 % final concentration in isopropanol). The reaction was 
performed at room temperature to measure residual activity. 
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IV-3- Activity measurement 
 
Lipase activity was determined using pNPB assay69 (Sigma-Aldrich). 20 µL of reaction was 
mixed with 175 µL of Tris HCl buffer (100 mM, pH=7.5) and 5 µL of pNPB (40 mM in 
solution in 2M2B). Activity is measured by following absorbance at 405 nm at 30°C for 10 
min using the VersaMax tunable microplate reader apparatus (Molecular Devices). One unit 
of lipase activity was defined as the amount of enzyme releasing 1 µmol of fatty acid per min 





Although the closed conformation of Burkholderia cepacia lipase was never experimentally 
demonstrated, some properties of BCL, kinetic measurements  and the influence of the solvent 
on the reaction outcome clearly show that some conformational adjustments around the active 
site might occur.43, 67 In agreement with these observations, our results based on extensive 
MD simulations suggest major conformational rearrangements in the enzyme which either 
exposes or protects the active site from the substrate depending on the solvent environment 
(water, octane, water/octane interface). The interconversion from an open to a closed 
conformation in water and from a closed to an open state in octane is observed spontaneously 
within 20 ns of unrestrained MD simulations, indicating that energy barriers between the 
different states must be lowered by the solvent. Our calculations show that conformational 
changes involve mostly the displacement by ~13Å of a so-called lid encompassing ~40 amino 
acid residues and composed of two helical elements separated by a short loop. A reorientation 
of the side-chains of α9 helix which faces the lid accompanied the conformational 
rearrangement but unlike for P. aeruginosa lipase, this structural element is not considered to 
be a key player of the closing-opening lid mechanism of B. cepacia lipase. In silico rational 
modification in the lid of the enzyme provided some hints regarding the importance of a 
number of hydrophobic residues in order to modulate the opening-closing process and thus 
potentially extend the range of reactions performed in water media by BCL as well as alter the 
substrate binding and specificity. The present study provides useful insight on the role played 
by the solvent on functionally relevant motions for B. cepacia lipase activation. In particular, 
these results enabled us to identify key structural features gearing the conformational 
transitions undergone by the enzyme. This information is being used in our laboratory to drive 
Annexe 2 : Exploration des mouvements de BCL par simulations de dynamique moléculaire 
265  





Authors are grateful Igor Tvaroska (Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, 
Bratislava, Slovakia) for providing atomic charges for octane molecules derived from ab 
initio calculations. Authors wish to thank the Computing center of Region Midi-Pyrénées 
(CALMIP, Toulouse, France) and the Center for Computing Resources (CRI) of INSA-
Toulouse for providing calculation resources and support. This work was supported by the 


























1. Jaeger, K. E.; Eggert, T., Lipases for biotechnology. Curr Opin Biotechnol 2002, 13, 
(4), 390-7. 
2. Reetz, M. T., Lipases as practical biocatalysts. Curr Opin Chem Biol 2002, 6, (2), 145-
50. 
3. Schmid, R.; Verger, R., Lipases: Interfacial Enzymes with Attractive Applications. 
Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1608–1633. 
4. Bornscheuer, U. T.; Kazlauskas, R. J., Hydrolases in Organic Synthesis. 2006; Vol. 
2nd ed., p Wiley-VCH, Weinheim. 
5. Ghanem, A.; Aboul-Enein, H. Y., Application of Lipases in Kinetic Resolution of 
Racemates. Chirality 2005, 17, 1-15. 
6. Derewenda, Z. S., Structure and function of lipases. Adv Protein Chem 1994, 45, 1-52. 
7. Schrag, J. D.; Cygler, M., Lipases and alpha/beta hydrolase fold. Methods Enzymol 
1997, 284, 85-107. 
8. Nardini, M.; Dijkstra, B. W., Alpha/beta hydrolase fold enzymes: the family keeps 
growing. Curr Opin Struct Biol 1999, 9, (6), 732-7. 
9. Verger, R., Interfacial activation of lipases: facts and artifacts. Trends Biotechnol. 
1997, 15, 32-38. 
10. Reis, P.; Holmberg, K.; Watzke, H.; Leser, M. E.; Miller, R., Lipases at interfaces: A 
review. Adv Colloid Interface Sci 2008. 
11. Belle, V.; Fournel, A.; Woudstra, M.; Ranaldi, S.; Prieri, F.; Thome, V.; Currault, J.; 
Verger, R.; Guigliarelli, B.; Carriere, F., Probing the opening of the pancreatic lipase lid using 
site-directed spin labeling and EPR spectroscopy. Biochemistry 2007, 46, (8), 2205-14. 
12. Ben Ali, Y.; Chahinian, H.; Petry, S.; Muller, G.; Carriere, F.; Verger, R.; 
Abousalham, A., Might the kinetic behavior of hormone-sensitive lipase reflect the absence of 
the lid domain? Biochemistry 2004, 43, (29), 9298-306. 
13. Bezzine, S.; Ferrato, F.; Ivanova, M. G.; Lopez, V.; Verger, R.; Carriere, F., Human 
pancreatic lipase: colipase dependence and interfacial binding of lid domain mutants. 
Biochemistry 1999, 38, (17), 5499-510. 
14. Brocca, S.; Secundo, F.; Ossola, M.; Alberghina, L.; Carrea, G.; Lotti, M., Sequence 
of the lid affects activity and specificity of Candida rugosa lipase isoenzymes. Protein Sci 
2003, 12, (10), 2312-9. 
15. Carriere, F.; Withers-Martinez, C.; van Tilbeurgh, H.; Roussel, A.; Cambillau, C.; 
Verger, R., Structural basis for the substrate selectivity of pancreatic lipases and some related 
proteins. Biochim Biophys Acta 1998, 1376, (3), 417-32. 
16. Dugi, K. A.; Dichek, H. L.; Santamarina-Fojo, S., Human hepatic and lipoprotein 
lipase: the loop covering the catalytic site mediates lipase substrate specificity. J Biol Chem 
1995, 270, (43), 25396-401. 
Annexe 2 : Exploration des mouvements de BCL par simulations de dynamique moléculaire 
267  
17. Halimi, H.; De Caro, J.; Carriere, F.; De Caro, A., Closed and open conformations of 
the lid domain induce different patterns of human pancreatic lipase antigenicity and 
immunogenicity. Biochim Biophys Acta 2005, 1753, (2), 247-56. 
18. Martinelle, M.; Holmquist, M.; Clausen, I. G.; Patkar, S.; Svendsen, A.; Hult, K., The 
role of Glu87 and Trp89 in the lid of Humicola lanuginosa lipase. Protein Eng 1996, 9, (6), 
519-24. 
19. Overbeeke, P. L. A.; Govardhan, C.; Khalaf, N.; Jongejan, J. A.; Heijnen, J. J., 
Influence of lid conformation on lipase enantioselectivity. J. Mol. Cat. B. Enzymatic 2000, 10, 
385-393. 
20. Ranaldi, S.; Belle, V.; Woudstra, M.; Rodriguez, J.; Guigliarelli, B.; Sturgis, J.; 
Carriere, F.; Fournel, A., Lid Opening and Unfolding in Human Pancreatic Lipase at Low pH 
Revealed by Site-Directed Spin Labeling EPR and FTIR Spectroscopy (dagger). Biochemistry 
2008. 
21. Santarossa, G.; Lafranconi, P. G.; Alquati, C.; DeGioia, L.; Alberghina, L.; Fantucci, 
P.; Lotti, M., Mutations in the "lid" region affect chain length specificity and thermostability 
of a Pseudomonas fragi lipase. FEBS Lett 2005, 579, (11), 2383-6. 
22. Secundo, F.; Carrea, G.; Tarabiono, C.; Brocca, S.; Lotti, M., Activity and 
enantioselectivity of wildtype and lid mutated Candida rugosa lipase isoform 1 in organic 
solvents. Biotechnol Bioeng 2004, 86, (2), 236-40. 
23. Secundo, F.; Carrea, G.; Tarabiono, C.; Gatti-Lafranconi, P.; Brocca, S.; Lotti, M.; 
Jaeger, K. E.; Puls, M.; Eggert, T., The lid is a structural and functional determinant of lipase 
activity and selectivity. J Mol Cat B: Enz 2006, 39, 166-170. 
24. Yang, Y.; Lowe, M. E., The open lid mediates pancreatic lipase function. J Lipid Res 
2000, 41, 48-57. 
25. Noble, M. E.; Cleasby, A.; Johnson, L. N.; Egmond, M. R.; Frenken, L. G., The 
crystal structure of triacylglycerol lipase from Pseudomonas glumae reveals a partially 
redundant catalytic aspartate. FEBS Lett 1993, 331, (1-2), 123-8. 
26. Lang, D.; Hofmann, B.; Haalck, L.; Hecht, H. J.; Spener, F.; Schmid, R. D.; 
Schomburg, D., Crystal structure of a bacterial lipase from Chromobacterium viscosum 
ATCC 6918 refined at 1.6 angstroms resolution. J Mol Biol 1996, 259, (4), 704-17. 
27. Mancheno, J. M.; Pernas, M. A.; Martinez, M. J.; Ochoa, B.; Rua, M. L.; Hermoso, J. 
A., Structural insights into the lipase/esterase behavior in the Candida rugosa lipases family: 
crystal structure of the lipase 2 isoenzyme at 1.97A resolution. J Mol Biol 2003, 332, (5), 
1059-69. 
28. Brady, L.; Brzozowski, A. M.; Derewenda, Z. S.; Dodson, E.; Dodson, G.; Tolley, S.; 
Turkenburg, J. P.; Christiansen, L.; Huge-Jensen, B.; Norskov, L.; et al., A serine protease 
triad forms the catalytic centre of a triacylglycerol lipase. Nature 1990, 343, (6260), 767-70. 
29. Derewenda, U.; Swenson, L.; Wei, Y.; Green, R.; Kobos, P. M.; Joerger, R.; Haas, M. 
J.; Derewenda, Z. S., Conformational lability of lipases observed in the absence of an oil-
water interface: crystallographic studies of enzymes from the fungi Humicola lanuginosa and 
Rhizopus delemar. J Lipid Res 1994, 35, (3), 524-34. 
30. Schrag, J. D.; Cygler, M., 1.8 A refined structure of the lipase from Geotrichum 
candidum. J Mol Biol 1993, 230, (2), 575-91. 
Annexe 2 : Exploration des mouvements de BCL par simulations de dynamique moléculaire 
268  
31. Derewenda, U.; Swenson, L.; Green, R.; Wei, Y.; Dodson, G. G.; Yamaguchi, S.; 
Haas, M. J.; Derewenda, Z. S., An unusual buried polar cluster in a family of fungal lipases. 
Nat Struct Biol 1994, 1, (1), 36-47. 
32. Jung, S. K.; Jeong, D. G.; Lee, M. S.; Lee, J. K.; Kim, H. K.; Ryu, S. E.; Park, B. C.; 
Kim, J. H.; Kim, S. J., Structural basis for the cold adaptation of psychrophilic M37 lipase 
from Photobacterium lipolyticum. Proteins 2008, 71, (1), 476-84. 
33. Brzozowski, A. M.; Derewenda, U.; Derewenda, Z. S.; Dodson, G. G.; Lawson, D. 
M.; Turkenburg, J. P.; Bjorkling, F.; Huge-Jensen, B.; Patkar, S. A.; Thim, L., A model for 
interfacial activation in lipases from the structure of a fungal lipase-inhibitor complex. Nature 
1991, 351, (6326), 491-4. 
34. Brzozowski, A. M.; Savage, H.; Verma, C. S.; Turkenburg, J. P.; Lawson, D. M.; 
Svendsen, A.; Patkar, S., Structural origins of the interfacial activation in Thermomyces 
(Humicola) lanuginosa lipase. Biochemistry 2000, 39, (49), 15071-82. 
35. Carrasco-Lopez, C.; Godoy, C.; de Las Rivas, B.; Fernandez-Lorente, G.; Palomo, J. 
M.; Guisan, J. M.; Fernandez-Lafuente, R.; Martinez-Ripoll, M.; Hermoso, J. A., Activation 
of bacterial thermoalkalophilic lipases is spurred by dramatic structural rearrangements. J Biol 
Chem 2008. 
36. Egloff, M. P.; Marguet, F.; Buono, G.; Verger, R.; Cambillau, C.; van Tilbeurgh, H., 
The 2.46 A resolution structure of the pancreatic lipase-colipase complex inhibited by a C11 
alkyl phosphonate. Biochemistry 1995, 34, (9), 2751-62. 
37. Grochulski, P.; Bouthillier, F.; Kazlauskas, R. J.; Serreqi, A. N.; Schrag, J. D.; 
Ziomek, E.; Cygler, M., Analogs of reaction intermediates identify a unique substrate binding 
site in Candida rugosa lipase. Biochemistry 1994, 33, (12), 3494-500. 
38. Lang, D. A.; Mannesse, M. L.; de Haas, G. H.; Verheij, H. M.; Dijkstra, B. W., 
Structural basis of the chiral selectivity of Pseudomonas cepacia lipase. Eur J Biochem 1998, 
254, (2), 333-40. 
39. Luic, M.; Tomic, S.; Lescic, I.; Ljubovic, E.; Sepac, D.; Sunjic, V.; Vitale, L.; 
Saenger, W.; Kojic-Prodic, B., Complex of Burkholderia cepacia lipase with transition state 
analogue of 1-phenoxy-2-acetoxybutane: biocatalytic, structural and modelling study. Eur J 
Biochem 2001, 268, (14), 3964-73. 
40. Mezzetti, A.; Schrag, J. D.; Cheong, C. S.; Kazlauskas, R. J., Mirror-image packing in 
enantiomer discrimination molecular basis for the enantioselectivity of B.cepacia lipase 
toward 2-methyl-3-phenyl-1-propanol. Chem Biol 2005, 12, (4), 427-37. 
41. Nardini, M.; Lang, D. A.; Liebeton, K.; Jaeger, K. E.; Dijkstra, B. W., Crystal 
structure of Pseudomonas aeruginosa lipase in the open conformation. The prototype for 
family I.1 of bacterial lipases. J Biol Chem 2000, 275, (40), 31219-25. 
42. Uppenberg, J.; Ohrner, N.; Norin, M.; Hult, K.; Kleywegt, G. J.; Patkar, S.; Waagen, 
V.; Anthonsen, T.; Jones, T. A., Crystallographic and molecular-modeling studies of lipase B 
from Candida antarctica reveal a stereospecificity pocket for secondary alcohols. 
Biochemistry 1995, 34, (51), 16838-51. 
43. Schrag, J. D.; Li, Y.; Cygler, M.; Lang, D.; Burgdorf, T.; Hecht, H. J.; Schmid, R.; 
Schomburg, D.; Rydel, T. J.; Oliver, J. D.; Strickland, L. C.; Dunaway, C. M.; Larson, S. B.; 
Day, J.; McPherson, A., The open conformation of a Pseudomonas lipase. Structure 1997, 5, 
(2), 187-202. 
Annexe 2 : Exploration des mouvements de BCL par simulations de dynamique moléculaire 
269  
44. Kim, K. K.; Song, H. K.; Shin, D. H.; Hwang, K. Y.; Suh, S. W., The crystal structure 
of a triacylglycerol lipase from Pseudomonas cepacia reveals a highly open conformation in 
the absence of a bound inhibitor. Structure 1997, 5, (2), 173-85. 
45. Grochulski, P.; Li, Y.; Schrag, J. D.; Bouthillier, F.; Smith, P.; Harrison, D.; Rubin, 
B.; Cygler, M., Insights into interfacial activation from an open structure of Candida rugosa 
lipase. J Biol Chem 1993, 268, (17), 12843-7. 
46. Uppenberg, J.; Hansen, M. T.; Patkar, S.; Jones, T. A., The sequence, crystal structure 
determination and refinement of two crystal forms of lipase B from Candida antarctica. 
Structure 1994, 2, (4), 293-308. 
47. Eydoux, C.; Spinelli, S.; Davis, T. L.; Walker, J. R.; Seitova, A.; Dhe-Paganon, S.; De 
Caro, A.; Cambillau, C.; Carriere, F., Structure of Human Pancreatic Lipase-Related Protein 2 
with the Lid in an Open Conformation. Biochemistry 2008, 47, (36), 9553-9564. 
48. Henzler-Wildman, K.; Kern, D., Dynamic personalities of proteins. Nature 2007, 450, 
(7172), 964-72. 
49. Henzler-Wildman, K. A.; Lei, M.; Thai, V.; Kerns, S. J.; Karplus, M.; Kern, D., A 
hierarchy of timescales in protein dynamics is linked to enzyme catalysis. Nature 2007, 450, 
(7171), 913-6. 
50. Cherukuvada, S.; Seshasayee, A.; Raghunathan, K.; Anishetty, S.; Pennathur, G., 
Evidence of a double-lid movement in Pseudomonas aeruginosa lipase:Insights from 
molecular dynamics simulations. PLoS Comp Biol 2005, 1, (3), 182-189. 
51. Jaaskelainen, S.; Verma, C. S.; Hubbard, R. E.; Linko, P.; Caves, L. S., 
Conformational change in the activation of lipase: an analysis in terms of low-frequency 
normal modes. Protein Sci 1998, 7, (6), 1359-67. 
52. James, J. J.; Lakshmi, B. S.; Raviprasad, V.; Ananth, M. J.; Kangueane, P.; Gautam, 
P., Insights from molecular dynamics simulations into pH-dependent enantioselective 
hydrolysis of ibuprofen esters by Candida rugosa lipase. Protein Eng 2003, 16, (12), 1017-
24. 
53. James, J. J.; Lakshmi, B. S.; Seshasayee, A. S.; Gautam, P., Activation of Candida 
rugosa lipase at alkane-aqueous interfaces: a molecular dynamics study. FEBS Lett 2007, 581, 
(23), 4377-83. 
54. Jensen, M.; Jensen, T.; Kjaer, K.; Bjornholm, T.; Mouritsen, O.; Peters, G., 
Orientation and conformation of a Lipase at an Interface Studied by molecular Dynamics 
Simulations. Biophysical Journal 2002, 83, 98-111. 
55. Norin, M.; Haeffner, F.; Hult, K.; Edholm, O., Molecular dynamics simulations of an 
enzyme surrounded by vacuum, water, or a hydrophobic solvent. Biophys J 1994, 67, (2), 
548-59. 
56. Peters, G.; Bywater, R., Influence of a lipid interface on protein dynamics in a fungal 
lipase. Biophys J 2001, 81, 3052-3065. 
57. Peters, G. H.; Olsen, O. H.; Svendsen, A.; Wade, R. C., Theoretical investigation of 
the dynamics of the active site lid in Rhizomucor miehei lipase. Biophys J 1996, 71, (1), 119-
29. 
58. Peters, G. H.; Svendsen, A.; Langberg, H.; Vind, J.; Patkar, S. A.; Toxvaerd, S.; 
Kinnunen, P. K., Active serine involved in the stabilization of the active site loop in the 
Humicola lanuginosa lipase. Biochemistry 1998, 37, (36), 12375-83. 
Annexe 2 : Exploration des mouvements de BCL par simulations de dynamique moléculaire 
270  
59. Peters, G. H.; Toxvaerd, S.; Andersen, K. V.; Svendsen, A., Analysis of the dynamics 
of Rhizomucor miehei lipase at different temperatures. J Biomol Struct Dyn 1999, 16, (5), 
1003-18. 
60. Peters, G. H.; van Aalten, D. M.; Edholm, O.; Toxvaerd, S.; Bywater, R., Dynamics of 
proteins in different solvent systems: analysis of essential motion in lipases. Biophys J 1996, 
71, (5), 2245-55. 
61. Peters, G. H.; van Aalten, D. M.; Svendsen, A.; Bywater, R., Essential dynamics of 
lipase binding sites: the effect of inhibitors of different chain length. Protein Eng 1997, 10, 
(2), 149-58. 
62. Tejo, B. A.; Salleh, A. B.; Pleiss, J., Structure and dynamics of Candida rugosa lipase: 
the role of organic solvent. J Mol Modelling 2004, 10, (5-6), 358-66. 
63. Cortés, J.; Siméon, T.; Ruiz de Angul, V.; Guieysse, D.; Remaud-Siméon, M.; Tran, 
V., A path planning approach for computing large-amplitude motions of flexible molecules. 
Bioinformatics. 2005, 21, 116-125. 
64. Guieysse, D.; Cortés, J.; Puech-Guenot, S.; Barbe, S.; Lafaquière, V.; Monsan, P.; 
Siméon, T.; André, I.; Remaud-Siméon, M., A structure-controlled investigation of lipase 
enantioselectivity investigated by a path planning approach. ChemBioChem 2008, 9, (8), 
1308-1317. 
65. Guieysse, D.; Salagnad, C.; Monsan, P.; Remaud-Siméon, M.; Tran, V., Toward a 
novel explanation of Pseudomonas cepacia lipase enantioselectivity via molecular modelling 
of the enantiomer trajectory into the active site. Tetrahedron:Assymetry 2003, 14, 1807-1817. 
66. Kabsch, W.; Sander, C., Dictionary of protein secondary structure: pattern recognition 
of hydrogen-bonded and geometrical features. Biopolymers 1983, 22, (12), 2577-637. 
67. Cygler, M.; Schrag, J. D., Structure as basis for understanding interfacial properties of 
lipases. Methods Enzymol 1997, 284, 3-27. 
68. Gunasekaran, K.; Ma, B.; Nussinov, R., Triggering loops and enzyme function: 
identification of loops that trigger and modulate movements. J Mol Biol 2003, 332, (1), 143-
59. 
69. Puech-Guenot, S.; Lafaquiere, V.; Guieysse, D.; Landric-Burtin, L.; Monsan, P.; 
Remaud-Simeon, M., Small-scale production of Burkholderia cepacia ATCC21808 lipase 
adapted to high-throughput screening. J Biomol Screen 2008, 13, (1), 72-9. 
70. Case, D. A.; Darden, T. E.; Cheatham, I. T. E.; Simmerling, C. L.; Wang, J.; Duke, R. 
E.; Luo, R.; Merz, K. M.; Pearlman, D. A.; Crowley, M.; Walker, R. C.; Zhang, W.; Wang, 
B.; Hayik, S.; Roitberg, A.; Seabra, G.; Wong, K. F.; Paesani, F.; Wu, X.; Brozell, S.; Tsui, 
V.; Gohlke, H.; Yang, L.; Tan, C.; Mongan, J.; Hornak, V.; Cui, G.; Beroza, P.; Mathews, D. 
H.; Schafmeister, C.; Ross, W. S.; Kollman, P. A., AMBER 9, University of California, San 
Francisco. 2006. 
71. Duan, Y.; Wu, C.; Chowdhury, S.; Lee, M. C.; Xiong, G.; Zhang, W.; Yang, R.; 
Cieplak, P.; Luo, R.; Lee, T.; Caldwell, J.; Wang, J.; Kollman, P., A point-charge force field 
for molecular mechanics simulations of proteins based on condensed-phase quantum 
mechanical calculations. J Comput Chem 2003, 24, (16), 1999-2012. 
72. Lee, M. C.; Duan, Y., Distinguish protein decoys by using a scoring function based on 
a new AMBER force field, short molecular dynamics simulations, and the generalized born 
solvent model. Proteins 2004, 55, (3), 620-34. 
Annexe 2 : Exploration des mouvements de BCL par simulations de dynamique moléculaire 
271  
73. Aaqvist, J., Ion-water interaction potentials derived from free energy perturbation 
simulations. J. Phys. Chem. 1990, 94, (21), 8021-8024. 
74. Wang, J.; Wolf, R. M.; Caldwell, J. W.; Kollamn, P. A.; Case, D. A., Development 
and testing of a general Amber force field. J. Comput. Chem. 2004, 25, 1157-1174. 
75. Berendsen, H. J.; Postma, J. P.; Van Gunsteren, W. F.; Di Nola, A.; Haak, J. R., 
Molecular dynamic with coupling to an external bath. J Chem Phys 1984, (81), 3684-3690. 
76. Essmann, U.; Perera, L.; Berkowitz, M. L.; Darden, T.; Lee, H.; Pedersen, L. G., A 
smooth particle mesh Ewald method. J Chem Phys 1995, 103, 8577-8593. 
77. Ryckaert, J. P.; Ciccotti, G.; Berendsen, H. J. C., Numerical integration of the 
Cartesian equations of motion of a system with constraints: molecular dynamics of n-alkanes. 
J Comput Phys. 1977, 23, 327-336. 
78. Harvey, S. C.; Tan, R. K. Z.; Cheatham, I. T. E., The flying ice cube: velocity 
rescaling in molecular dynamics leads to violation of energy equipartition. J Comput Chem. 
1998, 19, 726-740. 
79. Humphrey, W.; Dalke, A.; Schulten, K., VMD - Visual Molecular Dynamics. J. 
Molec. Graphics 1996, 14, 33-38. 
80. DeLano, W. L., The PyMOL Molecular Graphics System (2002) on World Wide Web 
http://www.pymol.org. 2002. 
81. Trodler, P.; Schmid, R. D.; Pleiss, J., Modeling of solvent-dependent conformational 
transitions in Burkholderia cepacia lipase. BMC Struct Biol 2009, 9, 38. 
 
 
   
 
















Table des illustrations 
 
   
 
 
Table des illustrations 
275  
Liste des figures : 
 
 
Figure 1 : Exemple de deux molécules chirales.      27 
Figure 2: Représentation selon Fischer d’une molécule de triacylglycérol.  31 
Figure 3 : Mécanisme d’action catalytique des lipases.     33 
Figure 4 : Image simplifiée du repliement 3D des lipases.     34 
Figure 5 : Structure cristallographique de la lipase de Pseudomonas aeruginosa.  35 
Figure 6 : Alignement de séquences entre les lipases des sous-familles I.1 et I.2.  36 
Figure 7 : Illustration des deux types de trou oxyanion retrouvés chez les lipases. 38 
Figure 8 : Vue générale du site actif de la lipase de B. cepacia.    39 
Figure 9 : Représentation des trois topologies des sites actifs des lipases.   40 
Figure 10 : Hydrolyse de la triacétine par la lipase pancréatique de porc en fonction de la 
solubilité de cet ester dans l’eau.        41 
Figure 11 : Conformations ouvertes et fermées des lipases de Rhizomucor miehei, Candida 
rugosa, et Thermomyces lanuginosa.       42 
Figure 12 : Dédoublement enzymatique.       48 
Figure 13 : Variation des excès énantiomériques en fonction du taux de conversion de la 
réaction dans le cas d’une réaction irréversible.      49 
Figure 14 : Règles de Kazlauskas présentant la sélectivité des lipases pour les alcools 
secondaires.           51 
Figure 15 : Profils énergétiques pour la catalyse enzymatique d’un substrat chiral dont les 
énantiomères sont R et S.         52 
Figure 16 : Profil d’énergie pour la réaction d’une lipase avec les deux énantiomères d’un 
substrat.           54 
Figure 17 : Structure tridimensionnelle de BCL sous sa forme ouverte montrant le repliement 
α/β hydrolase et la surface de la protéine.       67 
Figure 18 : Représentation des différentes poches du site actif de BCL avec une vue de 
dessus.            68 
Figure 19 : Energie d’interaction entre chaque énantiomère et le site actif de l’enzyme en 
fonction du positionnement du substrat.       74 
Figure 20 : Représentation du réseau d’acides aminés hydrophobes à chaîne latérale pivotante 
du site actif de BCL.          74 
Figure 21 : Coupe du site actif de BCL.       75 
Figure 22 : Energie d’interaction des énantiomères (R) et (S) en fonction du positionnement 
du substrat dans le site actif.         76 
Figure 23 : Représentation de la modélisation des structures moléculaires sous la forme de 
mécanismes poly-articulés utilisés par Biomove3D.     77 
Figure 24 : Expansion de l’arbre de recherche en utilisant un algorithme RRT.  78 
Table des illustrations 
276  
Figure 25 : Exemple de construction d’arbre dans le site actif de BCL.   79 
Figure 26 : Trajectoire de l’énantiomère R du substrat 2-bromophényl acétate d’éthyle 
(ph(Br)Et) dans le site actif de la lipase de Burkholderia cepacia.    80 
Figure 27 : Histogramme représentant les atomes des acides aminés de l’enzyme entrant en 
collision avec chaque énantiomère du substrat 2-bromophényl acétate d’éthyle le long du site 
actif de l’enzyme.          82 
Figure 28: Transesterification reaction of 2-substituted acetic acid derivatives catalyzed by B. 
cepacia lipase.          107 
Figure 29 : Three-dimensional projection of an RRT search tree on the position parameters of 
the substrate’s centre of mass.        109 
Figure 30 : Tetrahedral intermediates of substrate (R,S)-bromo-meta-tolyl ethyl acetate (3).
            110 
Figure 31 : Representation of the exit trajectories computed for ethyl (R)- and (S)-bromo-m-
tolyl-acetate.           111 
Figure 32 : Conformational changes occurring along the path for A) R- and B) S-bromo-
meta-tolyl ethyl acetate (3).         112 
Figure 33 : Histogram representing the relative frequency of contacts between the enzyme 
amino acid residues and (R,S)-racemates along the computed paths.   117 
Figure 34 : Representation of the main amino acid residues identified by the collision 
detector.           117 
Figure 35 : Procedures for recombinant BCL production in 96-well plates or 96-deepwell 
plates.             140 
Figure 36 : Wild-type lipase production and bacterial growth in 96-deepwell.  141 
Figure 37 : Correlation between 96-deepwell plate and Erlenmeyer flasks cultures. 142 
Figure 38 : SDS-PAGE of the 10 selected V266 variants expressed in 96-deepwell plates.
            142 
Figure 39 : Representation of B. cepacia lipase structure.     161 
Figure 40 : Profile of cell density and activity obtained for wild-type and variants of BCL 
expressed in E. coli JM109.         162 
Figure 41 : Evolution of substrate enantiomeric excess (e.e.s) as a function of the conversion 
for single variants on position V266 (A), L17 (B) and L287 (C).    163 
Figure 42 : Time variation of the RMSD of backbone atoms of the proteins (wild-type, 
V266G , L17S and L17M variants) during the course of MD simulations carried out in 
explicit water/octane solvent.        165 
Figure 43 : A) Calculated B-factors of BCL residues from MD simulations carried out in an 
explicit water/octane interface for wild type BCL, and for variants V266G, L17S and L17M. 
Snapshots of the enzyme backbone structures taken at the beginning of the production phase 
and after 20 ns of MD simulation in water/octane environment: B) wild-type BCL, C) V266G, 
D) L17S and E) L17M.         167 
 
Table des illustrations 
277  
Figure 44 : Highest score docking modes of (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1) 
covalently bound in the enzyme active site. 1 is docked in the catalytic pocket of wild type 
enzyme is represented on A) in V266G variant on B), in L17S on C) and in L17M on D). 
Bromine atom is shown as a sphere. Docking scores are indicated on the figures.  169 
Figure 45 : Voxel maps representing locations of the center of mass of the (R, S) enantiomers 
of (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1) reachable from the catalytic position within 
the wild-type BCL, V266G, L17S and L17M mutants.     172 
Figure 46 : Activité hydrolytique relative des mutants de la position Leu 17 par rapport à 
l’enzyme sauvage. Les activités hydrolytique sont présentées pour deux substrats : le para-
nitrophénol butyrate (pNPB) et le substrat racémique : (R,S)-2 bromophényl acétate de 2-





Table des illustrations 
278  
Liste des tableaux : 
 
 
Tableau 1 : Techniques d’évolution dirigée avec leurs principaux avantages et inconvénients.
            60 
Tableau 2 : Enantiosélectivité de la lipase de BCL lors du dédoublement de différents 
substrats de type α-bromo-tolyl acétate d’alkyle par réaction de transestérification. 72 
Tableau 3 : Comparaison des rapports des temps de calcul avec l’énantiosélectivité 
expérimentale.          81 
Table 4 : Enantioselectivity of free B. cepacia lipase towards α-X-phenyl alkyl acetate: 
influence of X and R substituents.        108 
Table 5. Simulation of substrate trajectories: substrates differing by the R substituent on the 
phenyl ring.           113 
Table 6 : Simulation of substrate trajectories: substrates differing by the X substituent at the 
chiral center.           115 
Table 7 : Lipases activities obtained with four different expression system.  138 
Table 8 : Estimation of the expression levels for 10 single V266 mutants.  143 
Table 9 : Specific hydrolytic activity and Enantioselectivity values determined for the wild-
type BCL and its three single mutants towards each enantiomer of the racemic substrate (R,S)-
2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1).       164 
Table 10 : Preliminary Enantioselectivity screening of BCL single- and double-variants 
towards the racemic substrate (R,S)-2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1).  174 
Table 11 : Specific hydrolytic activity and Enantioselectivity values determined for the wild-
type BCL and its six double-mutants towards each enantiomer of the racemic substrate (R,S)-
2-chloro ethyl 2-bromophenylacetate (1).       175 
Tableau 12 : Souches de E. coli utilisées pour l’expression du gène lip codant pour la lipase 
de Burkholderia cepacia ATCC21808 (BCL) et du gène hp codant pour une protéine 
chaperonne nécessaire au repliement et à la sécrétion de BCL.    207 
Tableau 13 : Liste des vecteurs/plasmides utilisés ou construits au cours de l’étude. 208 
Tableau 14 : Conditions d’amplification de l’insert par PCR.     212 
Tableau 15 : Milieux de culture, températures de culture, nature et concentration des 
inducteurs testés selon les différentes constructions plasmidiques.    218 
Tableau 16 : Conditions d’induction testées en fonction du type de microplaque utilisée.

































ADN  : acide désoxyribonucléique 
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